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I IN T R O D U CTIO N 
A v a i l a b i l i t y  o f  n i t r o g e n  t o  t h e  p l a n t  i s  a p a r a m o u n t  
c o n c e r n  i n  a g r i c u l t u r a l  p r o d u c t i o n  t o d a y . C r o p  y i e l d s  a r e  
m o s t  o f t e n  d e p e n d e n t  o n  t h e  l e v e l  o f  a v a i l a b l e  n i t r o g e n  t h a n  
a n y  o t h e r  e l e m e n t . N i t r o g e n  c a n  b e  s u p p l i e d  t o  t h e  s o i l  
e n v i r o n m e n t  b y  e i t h e r  f e r t i l i z e r s  o r  b y  t h e  n a t u r al 
p r o c e s s e s  o f  d e c o m p o s i t i o n  o f  n i t r oge n c o n t a i n i n g c o m p o u n d s 
a n d  b i o l o g i c a l  f i x a t i o n  o f  n i t r o g e n . 
T h e m o s t  a b u n d a n t  s o u r c e  o f  n i t r o g e n  o n  t h e  e a r t h  i s  
t h e  a t m o sph e r e . A l t h o u g h  t h e  a t m o s p h e r e  i s  a p p r o x i m a t el y  
7 9 %  n i t r o g e n , t h i s  f o r m i s  g e n e r a l l y u n a v a i l a b l e  f o r  pla n t  
u s e  ( 1 1 ) .  A t m o s p h e r i c  n i t r o g e n_ c o n t a i n s  t w o  n i t r o g e n  a t o m s  
h e l d  t o g e t h e r  b y  a t r i p l e  b o n d  w h i c h  m u s t  b e  r e d u c e d  b e f o r e  
t h e  r e s u l t i n g N H 3 c a n  b e  a s s i m i l a t e d  b y. t h e  p l a n t . T h e 
c o n v e r s i o n  o f  a t m o s p h e r i c  N t o  a u s a b l e  f orm - a mm o n i u m v i a 
a m m o n i a  b y  m i c r o b i a l  p o pu l a t i o n s  i s  t e r m e d  n i t r o g e n 
f i x a t i o n . T h i s  p r o c e s s  i s  n o t  o n l y  a n  e n e r g y  r e q u i r i n g  
r e a c t i o n  b u t  o c c u r s  u n d e r  a l i m i t e d  s e t  o f  e n v i r o n m e nta l 
c o n d i t i o n s  p r o v i d e d  b y  o n l y  a f e w b i o l o g i c a l  s y s t e m s. 
L i g h t n i n g a n d  c o m b u s t i o n r e d u c e  s m a l l  q u a n t i t i e s o f  
a t m o s p h e r i c  n i t r o g e n  b u t  t h e  m ajo r i t y  o f  n i t r o g e n  
t r a n s f e r r e d  o n  a g l o b a l  s c a l e  f r o m t h e  a t m o s p h e r e  t o  t h e  
s o i l  i s  b y  m i c r o b i a l  o r g a n i s m s· . 
B i o l o g i c a l n i t r o g e n  f i x a t i o n  c a n  b e  p e r f o r m e d  b y  
ei t h e r  s y m b i o t i c, a s s o c i a t i v e  or f r e e - l i v i n g  m i c r o o rga n i s m s. 
2 
P l a n t  r o o t s  p r o d u c e  n o d u l e s w h i c h  a r e  t h e  s i t e  o f  f i x a t i o n  
w h e n  i n f e c t e d b y  t h e s e  s y m b i o t i c  f i x e r s . A s s o c i a t i v e f i x e r s  
d o  n o t  i n v a d e  t h e  p l a n t  r o o t  b u t  r e s i d e  i n  t h e  r o o t  z o n e  i n  
c l o s e  c o n t a c t  w i t h  t h e  p l a n t . F r e e �l i v i n g  f i x e r s a r e n o t  
d i r e c t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  p l a n t  b u t  a r e  di s t r i b u t e d  
t h r o u g h o u t  t h e  s o i l  p r o f i l e .  H o w e v e r  t h e  g r e a t e s t  n u m b e r s  
a r e  f o u n d  i n  t h e  r h tz o s p h e r e  o r  t h e  z o n e  o f  s o i l  i n h a b i t e d  
b y  p l a n t  r o o t s . 
O t h e r  m ic r o b e s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  f u r t h e r  c y c l i n g  
o f  n i t r o g e n . A mm o n i a  p r o d u c e d  f r o m  f i x a t i o n  i s  o x i d i z e d  t o  
n i t r i t e  t h e n  n i t r a t e  b y  a p r o c e s s  t e r m e d  n i t r i f i c a t i o n . 
N i t r a t e  c a n  u n d e r g o  r e d u c t i o n  t o  n i t r i t e a n d  a m m o n i a  o r  
r e d u c t i o n  t h r o u g h  d e n i t r i f i c a t i ?n ,  r e s u l t i n g i n  t h e  r e l e a s e  
o f  s o m e  f o r m  o f  n i t r o g e n  g a s  - N 2o ,  N 0 2 , N O  a n d N 2 i n t o  t h e  
a t m o s p h e r e . 
N i t r o g e n  f i x a t i o n  r e p r e s e n t s  a k e y  l i n k i n  t h e  
c y c l i n g  o f  n i t r o g e n  b o t h o n  a g l o b a l  a n d  o n  a n  i n d i v i d u a l  
p l a n t  s c a l e . A n  u n d e r s t a n d i n g o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  a n d  t h e  
f a c t o r s  t h a t a f f e c t  t h i s  p r o c e s s  a r e  e s s e n t i a l  t o  
ma i n t a i n i n g a d e q u a t e  p l a n t  p r o d u c t i o n  t o  f e e d  a n  e v e r g r o w i n g  
w o r l d  p o p u l a t i o n . 
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I I  L I T E R A T U R E  R E V I E W 
A. Deve l o p m ent s i n  n i t r o ge n fixa t i o n  p r i o r  t o  
1960 
T h e  p h e n o m e n o n  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  wa s f i r s t  
s u g g e s t e d  b y  r e s e a r c h e r s  i n  1 8 3 6  ( 4 2) . E v i d e n c e  s u p p o r t i n g  
· · t h e  h y p o t h e s i s  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  d e v e l o p e d  s l o w l y  ove r 
t h e  n e x t  5 0 y e a r s . D u r i n g  1 8 8 6 - 1 8 8 8 , n o d u l e s w e r e  d e s c r i b e d  
a s  i n h a b i t e d  b y  a b a c t e r i u m a n d  a s s i m i l a t i n g e l e m e n t a l  
n i t r o g e n . N i t r o g e n  f i x a t i o n w a s  f i r s t  d e m o n s t r a t e d  i n  a 
f r e e - l i v in g  b a c t e r i u m , C l o s t r i d i u m pa s t o r i a n u m  ( n o w  C .  
pa s t e u r i a n um ) i n  1 8 9 3 . I n  1 9 2 8  b l u e - g r e e n  a l g a e , w i t h o u t  
t h e  p r e s e n c e  o f  b a c t e r i a , w e r e  s h o w n  t o  f i x  n i t r o g e n  ( 4 2 ) .  
T h e e a r l i e s t  m e t h o d  f o r  d e t e c t i n g  n i t r o g e n f i x a t i o n 
wa s v i g o r o u s  p l a n t  g r o w t h  i n  n i t r o g e n  f r e e  me d i u m  ( 4 3 ) .  
Th i s  m e t h o d  w a s  r e p l a c e d  w i t h  K j e l d a h l  d i g e s t i o n  i n  1 8 8 3 
w h i c h  m e a s u r e d  t o t a l  n i t r o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  p l a n t . 
K j e l d a h l  a n a l y s i s  d o e s  n o t  r e l i a b l y  d e t e c t  s m a l l  n i t r o g e n 
i n c r e a s e s  i n  m a t e r i a l s  w i t h  a n  i n i t i a l l y  h i g h  n i t r o g e n  
c o n te n t ( 1 ,  8 ,  4 2 ) .  B u r r i s  a n d  M i l l e r  a p p l i e d  1 5N 
t e c h n i q u e s  t o  s t u d y b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i n  1 9 4 1 . 
I n  t h i s  m e t h o d  t h e  h e a v y  i s o t o p e  r e p l a c e s  a
_ 
p o r t i o n o f  t h e  
1 4 N m o l e c u l e  i n  a t e s t  a t m o s p h e r e . A s  t h e  N 2 g a s  i s  r e d u c e d  
c h a n g e s  i n  p r o d u c t i o n  o f  t h e  p r o d u c t s  f o r m e d  a r e  q u a n t i f i e d  
u s i n g  a m a s s  s p e c t r o p h o t o m e t e r . C l o s e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  
c a l c u l a t ed a n d o b s e r v e d  v a l u e s  i n d i c a t e d  t h e r e  i s  n o  
s e l e c t i o n  of o n e  i s o t o p e  f o r m o f  N 2 o v e r  a n o t h e r  ( 7 ) . T h e  
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u se o f  15N i n t r o d u ce d  a sen s i t i ve a n d  re l i a b le a s s a y  f o r  
_n i t r o gen f i x a t i o n , e s pec i a l l y  f o r  e x pe r i men t s  o n  me d i a  o r  
m a t e r i a l s  h i g h  i n  n i t r o ge n  ( 1, 7, 8 ,  2 8 , 4 2 ) .  U s i n g  15N a n d  
K j e l d a h l  a n a l y s i s, a d d i t i o n  o f  s t r a w  w a s o b se r ve d  t o  
i n c rea se f i x a t i o n  r a te s  i n  w a te r  l o g ge d  s o i l s, b u t  o n ly w he n  
o x y gen w a s  p re se n t ( 3 3 ) . 
B. D e v e l o p me n t s  i n  n i t r o g e n  f i xa t i o n  d u r i n g  the 
1960 's 
Me t h o d s  to  o b t a i n  ce l l - f ree e x t r a c t s  o f · f ree- l i v i n g  
n i t r o ge n  f i xe r s  were d e ve l o pe d  i n  19 60 ( 4 2 ) . Ce l l - f ree 
e x t r a c t s  a l l o we d  d i re c t s t u d y  o f  t he n i t r o ge n  f i x i n g e n z y me 
s y s tem . D i f f i c u l t ie s  we re e n c o u n te r e d  i n  ce l l - f ree e x t r a c t  
e x pe r i me n t s  be c a u se o f  t he nee d_ f o r  h i g h  se n s i t i v i t y  o f  
detec t i o n  o ve r  a s h o r t  pe r i o d  o f  t i me .  A new i s o t o pe 
tec h n i q ue, i n v o l v i n g t he mu c h  s h o r te r  l i ve d  i s o t o pe 13N w a s 
deve l o pe d  i n  19 6 1  ( 4 2 ) .  A l t h o u g h  13N i s  h i g h l y se n s i t i ve ,  
i t s  u se w a s n o t  w i de s p rea d . D r a w b a ck s  i n c l u de d  a 2 h o u r  
l i m i t  o n  e x pe r i me n t s  bec a u se o f  t he s h o r t  h a l f - l i fe o f  t he 
13 N ,  h i g h  b a ckg r o u n d  c o u n t s  i n  c o n t r o l s  u n le s s t h o r o u g h l y  
f l u s he d  w i t h  o x y ge n  a n d  t he h i g h  c o s t  o f  t he ne ce s s a r y  
e q u i p men t ( 4 2 ) . 15N c o n t i n ue d  a s  t he tec h n i q ue o f  c h o i ce ,  
be i n g a p p l ie d  t o  p l a n t - s o i l  s y s tem s i n  gene r a l  a n d  
s pe c i f i c a l l y  t o  n o n s y m b i o t i c  f i x a t i o n  i n  s o i l  a n d  p l a n t - s o i l  
s y s tems ( 2 8 ,  35). T he o b se r v a t i o n  t h a t  a mm o n i a  w a s t he 
a p p a re n t p r o d u c t  o f  f i x a t i o n  i n  ce l l - f ree e x t r a c t s  l e d  t o  
t he d e ve l o p men t o f  a n o t he r  te c h n i q ue ( 1 4 ) . A mm o n i a  a n a l y s i s  
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wa s l e s s  s e n s i t iv e  t h a n  i s o t o p i c  m e t h o d s  b u t  p r ov e d v e r y  
i m p o r t a n t  i n  t h e  p r o g r e s s o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n r e s e a r c h . 
U s i n g c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  C l o s t r i d i u m pa s t e u r i a� u m , 
Di l w o r t h  e t  a l . d e t e r mi n e d  t h e  r e q ui r e m e n t s  o f  n i t r og e n 
fix a t i o n , A T P , M g++ , Hz a n d  f e rto d o x i n  a n d  dis c ov e r e d  Hz , C O  
a n d  Nz O i n h i b i t e d  ni t r o g e n  f i x a t i o n  ( 1 4 ,  1 5 ) . 
A m a j o r  t u r n i n g  p o i n t  i n  nit r o g e n  f i x a t i o n  r e s e a r c h 
c a m e  in 1 9 6 6  wh e n  a c e t y l e n e  wa s o b s e rve d t o  i n h ib i t n i t r o g e n  
f i x a tio n i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  ( 1 5 ) . M a s s  s p e c t r o m e t r y  
rev e a l e d  a c e t y l e n e  w a s  r e d u c e d  t o  e t h y l e n e  a n d  n o t  e t h a n e  b y  
t h e  c e l l -f r e e  e x t r a c t - n i t r o g e n a s e  e n z y m e  s y s t e m . U s i n g  
m a n o m e t ri c  t e c h n i q u e s  a n d  m a s s  s p e c t r o m e t r y  a c e t y l e n e  
r e d u c t io n  w a s s h o w n  t o  h av e  t h e  _ s a m e b i o c h e m i c a l  
r e q u i r e m e n t s  a s  n i t r o g e n  r e d u c t i o n  ( fi x a t i o n ) ( 1 5 ,  2 2, 36 ) .  
T h e  a b i l i t y  o f  t h e  nit r o g e n  f i xi n g  e n z y m e  t o  r e d u c e  o t h e r  
s u b s t r a t e s  l ed re s e a r c h e r s  t o  l o ok f o r  a n e w  m e t h o d  t o  
f o l l o w n i t r o g e n  f i x a t i o n t h r o u g h  t h e  u s e  o f  o n e  o f  t h e s e  
a l t e r n a t e  s ub s t r a t e s  ( 6 ) . I n  1 9 6 7  S t e w a r t  e t  a l . r e p o rte d 
t h a t  i n  si t u  s t u di e s o f  n i t r o g e n  fiX� tio n u s i n g  a c e t y l e n e  
r e d u c t i o n  h a d  b e e n  c o n d u c t e d  i n  t h r e e  e c o s y s t e m s: L ak e s , 
s oi l s a n d  s oi l s w i t h  s y mb i o t i c  n i t r o g en f i x i n g p l a n t s . T h e  
t e c h n i q u e  w a s d e s c r i b e d  a s  s i m p l e ,  r e q u i r i ng mi n i m a l 
e q ui p m e n t , e x t r e m e l y  s e n si t i v e , i d e a l  f o r  in s i t u s t u d i e s , 
a n d  a g o o d r e p l a c e m e n t  f o r  t h e  m o r e  e x p e n s iv e  a n d  l e s s  
s e n s i t iv e  1 5 N .  T h e  v a l i d i t y o f  t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  
a s s a y  wa s v e r i f i e d  b y  c o m p a ri s o n s  w i t h  1 5N r e s u l t s  ( 4 4 ) . 
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I n  1 9 6 8  t h e  m e t h o d o l o g y , c h a r a c t e r i s t i c s , a n d  
a p p l i c a t i o n  o f  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  w a s p r e s e n t e d. a s a n  a s s a y  
f o r  n i t r o g e n  f ix a t i o n  ( 2 1 ) . T h e  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  a s s a y  
w a s a p p l i e d  t o  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  a n d  c e l l -� r e e  ex t r a c t s  i n  
t h e  l a b o r a t o r y  a n d  w i t h  l e g u m e s  a n d  f r e e - l i v i n g  b a c t e r i a  i n  
s i t u . T h e  g e n e r a l  m e t h o d  i n v o l v e d  c l o s e d  s y s t e m i n c u b a t i o n  
o f  t h e  c u l t u r e  o r  s a m p l e i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c e t y l e n e . T h e  
a m o u n t  o f  a c e t y l e n e  a d d e d  w a s d e t e r m i n e d  b y  t h e  n i t r o g e n a s e  
s a t u r a t i o n  p o i n t  o f  t h e  p a r t i c u l a r  s y s t e m i n  q u e s t i o n , i n  
c e l l s  s a t u r a t i o n i s  O . OZ 5  t o  0 . 1 a t m o s p h e r e  a c e t y l e n e , i n  
r o o t s  O . OZ 5  t o  O . Z a t m o s p h e r e  ( 2 1 ) . A f t e r  i n c u b a t i o n , CzH 2 
a n d  CzH 4 w e r e  q u a n t i f i e d  i n  a t m o s p h e r e  s a m p l e s  u s i n g  a g a s  
c h r o ma t o g r a p h w i t h  a Hz f l a m e  i� n i z a t i o n  d e t e c t o r . 
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n a c e t y l e n e  a n d  n i t r o g e n  w a s 
s t u d i e d  ex t e n s i v e l y  i n  A z o t o b a c t e r  p r e p a r a t i o n s  ( Z 1) .  T he s e  
g a s s e s  p r o d u c e d  i d e n t i c a l  r e s p o n s e s  i n c l u d i n g A TP 
r e q u i r e m e n t , l i n e a r  t i m e  c o u r s e , o p t i m u m  p H , s i g m o i d a l  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  r a t e  a n d  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n , 
i n h i b i t i o n  o f  Hz e v o l u t i o n , c o m p e t i t i v e  i n h i b i ti o n b y  C O , 
i n s e n s i t i v i t y  tq NH 4
+ , s i m i l a r  a c t i v a t i o n  e n e r g i e s , a n d  
r e q u i r e m e n t f o r  b o t h  p r o t e i n  f r a c t i o n s  o f  t h e  e n z y m e . 
A c e t y l e ne � e d u c t i o n  v a l u e s  a l s o  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h t h e  
l i t e r a t u r e  s h o w i n g  K j e l d a h l  d e t e r m i n e d  f ixa t i o n  r a t e s  ( Z 1 ) . 
A t e c h n i q u e  w a s d e v e l o p e d  t o  s t u d y  i n  s i t u  a c t i v i t y  
o f  n o d u l a t e d  p l a n t  r o o t s , p l a n t  r o o t  s o i l  b o r e s , s o i l  b o r e s  
a n d  p o n d  w a t e r  u s i n g �c e t y l e n e  r e d u c t i o n  ( Z 1) . T h e  
m e t h o d o l o g y  w a s c a r e f u l l y d e si g n e d  t o  m i nim i z e  s a m p l e  
a l t e r a t i o n a n d  m a i n t ai n  t h e  t e m p e r a t u r e, m oi s t u r e  a n d  
p o r o si t y  o f  t h e  s y s t e m f r om w hi c h  t h e  s a m p l e  w a s t a k e n . T h e  
a c e t y l e n e - e t h y l e n e  a s s a y  h ad n u m e r o u s  a d v a n t a g e s  o v e r  o t h e r  
m e t h o d s ·m e a s u ri n g  f ix a t i o n . A c e t y l e n e  r ed u c ti o n w a s  
d e t e r m i n e d  t o  b e  1 0 6 m o r e  s e n si ti v e t h a n  K j e l d a h l  a n a l y si s  
a n  d 1 0 3 m o r e s e n  s i t i v e t h-a n  1 5 N • A c e t y l e n e  r ed u c ti o n w a s 
a l s o  r a pi d , sim p l e  a n d  i n e x p e n si v e  t o  r u n . No m e c h a n i c a l  o r  
c h e mi c a l  m a n i p u l a t i o n o f  t h e  s a m p l e  w a s  n e e d e d . T h e  
r e d u c tio n o f  a c e t y l e n e  t o  e t h y l e n e  p a r a l l e l e d  t h e  r e d u c ti o n  
o f  g a s e o u s  dini t r o g e n  t o  a mm o n i a  a n d  w a s  u ni v e r s a l  w i t h  t h e  
a b i li t y  t o  fix nit r o g e n . K j e l d a h l  d ig e s t i o n w a s d e s c ri b e d  
a s  tim e c o n s u m i n g  a n d  i n s e n si t � v e , 1 5N a s  c o m p l e x a n d  
e x p e n si v e , 1 3 N a s  i n a p p r o p ria t e  f o r a n y  l o n g t e r m 
e x p e rim e n t a ti o n a n d  v e r y  e x p e n si v e . A c e t y l e n e  r e d u c t i o n 
d o e s  h a v e  t w o d i s a d v a n t a g e s , i t s in dir�c t n e s s  o f  m e a s u r e  a n d  
i t s e x p l o si v e n a t u r e  (2 1 ) .  
I n  his r e vi e w o f  ni t r o g e n  f i x a t i o n  i n  1969, Bu r r i s  
d i s c u s s e d  t h e  c h a r a c t e ri s ti c s  o f  t h e  n i t r o g e n a s e  e n z y m e  
s y s t e m ( 6) .  T h e  s y s t e m w a s  f o u n d  t o  c o n t a i n  a l a b i l e  F e  
p r o t ein f r a c ti o n a nd a s t a b l e  F e - M o  p r o t e i n  f r a c t i o n . 
R e s e a r c h e r s  d e t e r m i n e d  t h a t  4 A T P' s  w e r e  t r a n s f e r r e d  i n  
n i t r o g e n fix a t i o n  f o r  e a c h  p ai r  o f  e l e c t r o n s  a d d e d , 
r e f l e c ti n g  t h e  h i g h  e n e r g y  n e e d e d  t o  b r e a k  t h e  t ri p l e  b o n d  
( 6 )  • 
S i l v e r  r e vi e w e d n i t r o g e n  fix a t i o n  i n  n o n l e g u m i n o u s 
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p l a n t s , a p p l y i ng t h e  u s e  o f  t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  a s s ay 
( 3 9 ) . I n  a s s a y i n g  n� d u l e s  t h i s  t e c h n i q u e w a s c o n s i d e r e d a n  
i d e a l  t o o l  i n  a s s e s s i n g  t h e  n i t r o g�n i n p u t  b y  f i x a t i o n  
b e c a u s e  o f  s p e c i a l  p r o b l e m s  w h i c h  e x i s t e d . T h e  a c e t y l e n e  
r e d u c t i o n  a s s a y  w a s r e a d i l y  a d a p t e d  t o  a m o b i l e  f i e l d  
l a b o r a t o r y  t o  k e e p  e x p o s u r e  o f  t h e  n o d u l e s  t o  o x y g e n  a t  a 
m i n i m u m  a n d  m a i n t a i n  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  n o d u l e s  ( 3 9 ) . 
O t h e r  i nv e s t i g a t i o n s  c o n t i n u e d  t o  c o m p a r e  t h e  
a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  a s s a y  w i t h. o t h e r  c o mm o n l y u s e d  
i n d i c a t o r s  o f  n i t r o g e n  f i x i n g  a b i l i t y  o r  e f f e c t iv e n e s s  ( 3 8 ) . 
I n  n o d u l es ,  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n r a t e s  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h  
l e g h e m o g l o b i n  c o n t e n t  w h i c h  a l s o p a r a l l e l s  n i t r o g e n  f i x a t i o n  
r a t e s  d e t e r m i n e d  b y  15N a n d t h� K j e l d a h l  p r o c e d u r e  a s  s h o w n  
b y  S c h w i n g h am e r , Eva n s  a n d  D a w s o n .  R a t e s  i n  m u t a n t  
R h i z o b i u m s t r a i n s  w e r e  c o m p a r e d  a l l  c o r r e l a t e d  w i t h  p l a n t  
d r y  w e i g h t , a n d  t o t a l  n i t r o g e n  c o n t e n t . V i s u a l  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  n o d u l e s  a n d  p l a n t  a p p e a r a n c e  a l s o  
c o r r e l a t e d  w i t h  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  r a t e s . A c e t y l e n e  wa s 
f o u n d  va l i d  a s  a m e a s u r e  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n a n d  b e c a m e  t h e  
m e t h o d  o f  
c h o i c e  f o r  c o m p a r i s o n  o f  b a c t e r i a l  s t r a i n s  ( 3 8 ) . 
V a l i d i t y  o f  t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  a s s a y  w a s 
f u r t h e r  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  r e s u l t s  f r o m  
p o s i t iv e  a n d  n e g a t iv e  f r e e - l iv i n g  m i c r o o r g a n i s m s  s u s p e c t e d  
o f  n i t r o g en f i x a t i o n  u s i n g  b o t h  15N a n d  a c e t y l e n e  a s s a y s  
(31, 41). T h e  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  t e c h n i q u e  a l l o w e d  
r e s e a r c h e r s  t o  d e t e r m i n e  a l i s t  of o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  
f i x i n g n i t r o g e n  a n d  t o  e v a l u a t e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  s u c h  a s  e n e r g y  s o u r c e s , o x y g e n , c o m b i n e d  n i t r o g e n 
a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  F e , M o  a n d  H i o n s . S i n c e  t h e s e  
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f r e e - l i v i n g , h e t e r o t r o p h i c  b a c t e r i a r e q u i r e  a n  a v a i l a b l e  
e x o g e n o u s  e n e r g y  s o u r c e , f i x a t i o n  r a t e s  w e r e  h i g h e r  i n  s o i l s  
c o n t ain i n g  p l a n t s  w h i c h  p r o v i d e d  r o o t  e x c r e t i o n s  a n d  p l a n t  
r e s i d u e s . O x y g e n  l e v e l s  v a r y  w i th t h e  o x y g e n  r e q u i r e m e n t s  
o f  t h e  o r g a n i s m . A n a e r o b i c  a n d  fa c u l t a t i v e l y  a n a e r o b i c  
o r g a n i s m s  r e q u i r e  s t r i c t  a n a e r o b i c c o n d i t i o n s . A e r o b e s  
r e q u i r e ox y g e n  f o r  g r o w t h b u t  t h e  a m o u n t p r e s e n t  a f f e c t s  t h e  
r a t e s  of f i x a t i o n. T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a mm o n i u m  a n d  
n i t r a t e  p r e s e n t  u s u a l l y  i n h i b i t$ f i x a t i o n . R e s e a r c h e r s  
c o n c l u d e d  t h a t i n  s i t u s t u d i e s  u s i n g  t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  
a s sa y  e n a b l e d d e t e r m i n a t i o n  of t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  f r e e  
l i vi n g  ni t r o g e n  f i x e r s  t o  s o i l  f e r t i l i t y  a n d  t o  s t u d y  
s e a s o n a l v a r i a t i o n s· i n  ·n i t r o g e n  f i x i n g  a c t i v i t y  ( 31 ,  4 1 ) . 
B r e z o n ik a n d  H a r p e r  u s e d  t h e  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  
a s s a y  t o  s t u d y  t h e  p r e s e n c e  o f  n i t r o g e n a s e  i n  l ak e s h a v i n g  
a n  e x t e n s i v e a n o x i c  e n v i r o n m e n t  ( 4 ) . R e s u l t s  i n d i c a t e d 
a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  d i d o c c u r  i n  t h e  a n o x i c  e n v i r o n me n t  o f  
t h e s e  l ak e s a n d  g e n e r a l l y  i n c r e a s e d  w i t h  w a t e r  d e p t h . 
B e c a u s e  n o  o t h e r  e n z y m e  b u t  n i t r o g e n a s e  w a s k n o w n  t o  r e d u c e  
a c e t y l en e , t h e  e x p e n s e  of 1 5N a n d  t h e  a c c e p t e d  v a l i d i t y  o f  
t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n a s s a y  a s  a m e a s u r e  o f  f i x a t i o n , t h e  
r e s e a r c h e r s  d i d n o t  v e r i f y  t h e i r  r e s u l t s  w i t h  15 N ( 4 ) . 
10 
O t he r  i n ve s t i g a t o r s  u se d  t he a ce t y lene tec h n i q ue t o  
d e te r m i ne t he a v a i l a b i l i t y  o f  p h o s p h o r u s  i n  l ake s ( 4 3 ) . 
L i m i t i n g  p h o s p h o r u s  h a d  been s h o w n t o  limi t a l g a l  b l o o m s . 
Ma n a geme n t t o  l i m i t a n d  c o n t r o l  a l g a l  b l o o m s  w o u l d  be 
s i m p l i f ie d  i f  p h o s p h o r u s  leve l s c o u l d  be iea d i l y  d e te r m i ne d . 
Mea s u reme n t o f  a ce t y lene re d u c ti o n  r a te s  w he n  t he s y s tem w a s 
p h o s p h o r u s  s t a r ve q we re c o m p a re d  t o  r a te s  w he n  p h o s p h o r u s  
w a s  a d de d . U p  t o  t h i s  time t he me t h o d  o f  a ce t y lene 
re d u c t i o n  a s s a y  i n v o l ve d  t he e v a c u a t i o n  o f  t he g a s  p h a se 
s u r r o u n di n g t he s a m p le .  T he se re sea r c he r s  c l aime d  t he 
p re se n ce o f  g a se o u s  n i t r o gen d i d  n o t  e f fe c t a ce t y l e ne 
re d u c t i o n  w hen s u f f i c ie n t a ce t y lene w a s p re se n t ( 4 3 ) . 
A n  ex ten s i ve s t u d y  wa s c o n d u c te d  i n  C a li f o r n i a  
c o m p a r i n g 1 5 N r a t e s  w i t h  a ce t y lene re d u c t i o n  r a te s  i n  s o i l s  
( 4 6 ) . B o t h  me t h o d s  we re u se d  f o r  s a m p les c o l le c t e d  a n d  
a s s a ye d  m o n t h l y  f o r  a yea r . A m o d i f ied s a m p l i n g  te c h n i q ue 
w a s d e ve l o pe d . S o i l c o re s  we re t aken w i t h  a c o rk b o re r  
re s u l ti n g i n  a 1 em d i a me t e r  c o re 8 em l o n g . C o re s  we re 
p l a ce d  in 1 . 5 x 1 0  em tes t t u be s . A 1 em p a pe r  d i sk w a s 
p l a ce d  o n  t he c o re t o  p re ve n t c o n t a ct be t ween t he s o i l  a n d  
r u b be r  se r u m s t o p pe r  ( 4 6 ) . Ra tes v .a r i e d f r o m 5 kg n i t r o ge n  
pe r hec t a re pe r yea r i n  a f a v o r a b le e n vi r o n me n t t o  2 k g  
n i t r o ge n  per he c t a re p e r  . yea r i n  a n  a r i d  e n vi r o n me n t .  
A c om p a r i s o n  w a s m a de be t ween t he a m o u n t  o f  
a ce t y lene· re d u ce d  a n d  t he a m o u n t  o f  n i t r o ge n  f i xe d . T he 
c o n ve r s i o n  f a c t o r  r a n ge d  f r om 8 : 4  t o  3 : 1 .  T he y  p r o p o se d  
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t h a t e t h y l e ne c o u l d  be me t a b o l i ze d ; a d s o r b e d  t o  t h e  s o i l 
s u r f a ce s , a n d  t h a t  t h e  r a t e s  o f  a c e t y lene r e d u c t i o n  be c a m e  
n o n l i n e a r  w i t h  t i me t o  ex p l a i n  t he va r i a t i o n ( 4 6) . Kava n a g h  
a n d  P o s t g a t e  r e p o r te d  t h e  p o s s i b l e  a b s o r b a n ce a n d  s u b se q u e n t  
. r e l e a se o f  CH4 , c2H2, a n d  c2H4 b y  r u b b e r  c l o s u re s . T he y  
· c l a im e d t h e  c a r r y ove r o f  t hes e h y d r o c a r b o n s  c o u l d  lea d t o  
f a l s e  p o s i t ive s a n d  s l i g h t l y  h i g he r  r a t e s . T h e y rec ommen ded 
t he u s e  o f  ' s u b a  s e a l s' w h i c h  s h o we d  t he l e a s t  a b s o r p t i o n  o r  
d i s p o s a l  o f  r u b be r  c l o s u re s  a f te r  u s e  ( 2 4) . 
C .  De v e l o pmen t s  i n  ni t r o ge n  f i xa t i o n  d u r i n g  
t h e 1970's 
D u r i n g t h e  7 0' s , r e s e a r c h  c o n t i n ue d  o n  f a c t o r s  
a f fe c t i n g  a c e t y le ne r e d u c t i o n r � tes. S o i l s  we re 
p r e i n c u b a te d  u n de r  a e r o b i c , a n a e r o b i c  o r  ox y ge n g r a d i e n t  
a t m o s p he re s  t o  d e t e r m i ne t he e f fec t o f  va r i o u s  l ev e l s  o f  
ox y g e n . F o l l o w i n g  p re i n c u b a t i o n , a ce t y l e n e  w a s a d de d  t o  t h e  
s o i l  a s s a y  c h a m b e r s  a n d  s am p le s we re t aken . A e r o b i c  
p re i n c u b a t i o n , w i t h  a er o b i c  a s s a y , a n d a n ae r o b i c  
p r e- i n c u b a t i o n  w i t h  a e r o b i c  a s s a y  g av e  ve r y  l i t t l e a c t iv i t y. 
Aero bic p r e i n c u b a t i o n  w i t h  ae r o b i c a s s a y  re s u l te d  i n  a 24 
h o u r  l a g  p h a se w he r e a s  a n a e r o b i c  p re i n c u b a� i o n  w i t h  
a n ae r o b i c  a s s a y  g ave a s h o r te r  l a g  p h a se a n d  t h e  h i g h e s t  
ove r a l l  va l ue s  o f  a ce t y lene red u c t i o n . I n  ox y g e n  g r a d i e n t  
s t u d ies , t he h i g h e s t  a ce t y l e ne r e d u c t i o n r a t e s  we r e  p r o d u c e d  
u n d e r  0 . 1 8  a t m  02; t he a c t iv i t y  m a rke d l y  d e c l i ne d  a t  02 
p a r t i a l p re s s u r e s  o f  0 . 2  a t m .  T he l a g  p h a se i n  t he s e  
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g r a d ien t s t u d ie s  w a s  l o n ge r  t h a n  2 4  h o u r s  ( 6 ) . 
A n o t h e r  g r o u p  s t u d i e d t h e  e f f e c t s  o f  l o n g - te r m  
p re i n c u b a t i o n  u n d e r  a ce t y l e n e  ( 12 ) .  O n e  t rea t m e n t  w a s 
i n c u b a te d  s e v e r a l  h o u r s  u n d e r  10 % C 2 H 2 i n  a i r, a n o t h e r  
t r e a t m e n t  w a s a l te r n a t e d  e v e r y  3 0  m i n  b e t w e e n  10% C 2 H 2 i n  
a i r  a n d  a m b ien t a i r  a n d  a f i n a l  t rea t m e n t  ( c o n t r o l ) w a s 
i n c u b a te d  w i t h o u t  c2u2 i n  a m b i e n t  a i r . T he s e tr e a t m e n t s  we re 
a p p l i e d  t o  t w o  s p e c i e s  o f  a l g ae a n d  t w o  s p e c ie s  o f  b a c t e r i a . 
A c e t y l e n e  r e d u c t i o n  a c t i v i t y  w a s g r e a t l y
. 
e n h an c e d  b y  
l o n g - t e r m  i n c u b a t i o n  u n d e r  a c e t y l e ne . D i s c o n t i n u o u s  
i n c u b a t i o n u n d e r  a c e t y l e n e, a l te r n a t i n g  b e t w e e n  a c e t y le n e 
c o n t a i n i n g  a n d  n o n a ce t y le n e c o n t a i n i n g  a t m o s p h e r e , a c e t y len e 
p r o d u c e d  s i m i l a r  i n c r e a s e s  i n  a� t i v i t y . L o n g - t e r m 
p r e t rea t m e n t  w i t h  a c e t y l e n e  s t u d ie d  o n  o ne o f  t he a l g ae w a s 
f o u n d  t o  de p r e s s  N 2 i n c o r p o r a t i o n  a n d  p h o t o s y n t h e t i c  C 0 2 
f i x a t i o n . T h i s  l o n g- t e r m p re i n c u b a t i o n w a s t h o u g h t  t o  c a u se 
n i t r o g e n  de p l e t i o n a n d  a c c o r d i n g  t o  D a v i d  a n d  F a y ( 1 2 )  
s h o u l d  b e  l i m i te d  t o  a b r ie f  pe r i o d , l o ng e n o u g h  t o  a l l o w 
e nz y m e  a d a p t a t i o n  a n d  s a t u r a t i o n . T h e r e sea r c h e r s  c o n c l u de d  
t h a t  l o n g  te r m  i n c u b a t i o n u n de r  a c e t y len e m i g h t  g r o s s l y  
o v e r e s t i m a te t h e  a c e t y l e ne red u c t i o n - n i t r o gen f i x a t i o n  
r a t i o . 
A v a r ie t y o f  f a c t o r s  a f f e c t i n g a c e t y l e n e  re d u c t i o n  
w e r e  s t u d i e d, i n c l u d i n g  a d d i t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e, m o i s t u re 
leve l s a n d  l i g h t  ( 3 0, 3 1 ) . A d d i t i o n  o f  g l u c o se o r  o t he r  
c a r b o h y d r a te s o u r c e s  s u c h  a s  p l a n t  res i d ue w a s f o u n d  t o  
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e n h a n c e  a c e t y l e n e r e d u c t i o n  r e g a r d l e s s  o f  o t h e r  t r e a tm e n t s . 
O n e  p e r c e n t  g l u c o s e  g a v e  h i g h e r  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  v a l u e s  
t h a n  2 . 5  p e r c e n t  g l u c o s e . E t h y l e n e  p r o d u c t i o n wa s 
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  s a m p l e s  i n c u b a t e d i n  l i gh t  v e r s u s  
d a r k . T h e  h i gh e r m o i� t u r e  l e v e l  p r o d uc e d t h e  s a m e  e f f e c t  
o v e r  t h e  l o w e r m o i s t u r e  l e v e l  ( 3 0 ) . W a t e r  l o g g e d  s o i l s  a l s o  
s h o w e d e n h a n c e d  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  ( 3 1 ) . S t r e s s  d u e  t o  
wa t e r  e x c e s s  o n  n i t r o g e n - f i x i n g  r o o t  n o d u l e s  w a s f o u n d  t o  
a d v e r s e l y a f f e c t  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  r a t e s . S i m i l a r  
�a t t e r n s  w e r e  s e e n  i n  N 2 i n c o r p o r a t i o n  o n  n o d u l e s  u s i n g . 5  
N 2 • N i t r o g e n a s e  a c t i v i t y  c e a s e d , r e s p i r a t o r y  r a t e s  b e c a m e  
v e r y  l o w a n d  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  w e r e  n o t e d  ( 40 ) . 
E x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  
t h e  g a s  p h a s e  o n  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n . I n  r o o t  n o d u l e  
a s s a y s, r a t e s  w e r e  n o t  a f f e c t ed b y  t h e  p r e s e n c e  o r  a bs e n c e  
o f  a i r  ( 40 ) . St u d i e s  o n  e u t r o p h i c  W i s c o n s i n  l a k e  s a m p l e s  
d e t e r m i n e d  t h a t
_ 
t h e  p r e s e n c e  o f  n i t r o g e n  i n  t h e  l a k e s  d i d  
n o t  a f f e c t  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n w h e n  s u f f i c i e n t  a c e t y l en e  wa s 
p r e s e n t  ( 4 5 ) . T h i s  p r a c t i c e  a l s o  s�� p l i f i e d  f i e l d  w o r k  b y  
e l i m i n a t i n g t h e  n e e d  f o r  g a s s i n g  e q u i p m e n t  ( 4 5 ) . P r e v i o u s l y  
t h e a m bi e n t  a t m o s p h e r e , i n c l u d i n g  N 2 wa s r e m ov e d , n o t  o n l y  
b e c a u s e  n i t r o g e n a s e  w a s k n o w n  t o  b e  o x y g e n  l a b i l e  b u t  
b e c a u s e  N 2 i n h i b i t e d  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  ( 3 6 ) . A e r a t i o n  
t r e a t m e n t s  w e r e  a l s o  a p p l i e d t o  s o i l  s y s t em s . T h e  
t r e a t m e n t s  w e r e  a m b i e n t  a i r , a r g o n  a n d  o x y g e n  a n d  a n a e r o b i c  
( a r g o n ) . T h e r e  w a s n o  e f f e c t  o r  c h a n g e  i n  a c e t y l e n e  
433667 
1 4  
r e d u c t i o n  b y  a l t e r i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  g a s  p h a s e  ( 3 0 ) . 
T h e  a e r o b i c - a n a e r o b i c  i n t e r f a c e  wa s a n  im p o r t a n t  
c o n s i d e r a t i o n i n  m e a s u r i n g  n i t r o g e n  f i x a t i o n, d i r e c t l y  o r  
i n d i r e c t l y . M a t e r i a l s  s u c h  a s  s t r a w, l e a f- l i t t e r  a m d  r o o t s 
w e r e  b r ok e n  d o w n  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a n d  a n a e r o b i c  
m i c r o s i t e s  p r o v i d e d  p r o p e r  c o n d i t i o n s  f o r  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  
t o  f i x  n i t r o g e n  ( 5 1 ) .  
A p p l i c a t i o n s  o f  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  i n c l u d e d  
p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  n i t r o g e n  f i x i n g b a c t e r i a, 
i n v e s t i g a t i o n s  o n  b lu e - g r e e n  a l g a e  a n d  l e g u m e  s y m b i o n t s , 
s t u d i e s  o f· n o n - l e g u m e  s y mb i o n t s, r e f i n i n g t h e  l i s t  o f  
n i t r o g e n  f i x i n g  o r g a n i s m s  a n d  i n  s i t u  m e a s u r e m e n t s  i n  m a n y  
h a b i t a t s  ( 1 9 ) . I n  g r a s s l a n d  a n d.a s s o c i a t e d  c u l t i v a t e d  
e c o s y s t e m s , a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  w a s u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
i n p u t  o f  n i t r o g e n  b y  b i o l o g i c a l  f i x a t i o n . M e d i u m  t e x t ur e d  
s o i l s  g e n e r a l l y  y i e l d e d  h i g h e r  r a t e s  o f  1 5N f i x e d . U s i ng 
lSN, v i r g i n  s o i l  s h o w e d  h i g h e r r a t e s  u p  t o  2 . 5 e m  i n  d e p t h  
t h a n  c u l t i v a t e d  s o i l s  w i t h  n o  h i s t o r y  o f  f e r t i l i z a t i o n  
r e d u c e d  n i t r o g e n  t o  7.5 e m  ( 3 1 ) . T h e  e f f e c t  of c o r e  s i z e s  
w e r e  a l s o  s t u d� e d b y  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n . I n d i v i d u a l , 
s m a l l e r  c o r e s  g a v e  v a r i a b l e  r e s u l t s  s o  l a r g e r  c o r e s, 6 e m  
d i a m e t er b y  1 2 . 5 e m  l e n g t h, w e r e  s u g g e s t e d  t o  p r o v i de m o r e  
r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e s  ( 3 1 ) . 
A c e t y l e n e  r e d u c t i o n w a s u s e d  t o  s h o w  t h a t  ba c t e r i a  
i n  t h e  r o o t  z o n e  o f  r i c e  w e r e  r e s p o n s ib l e f o r  f i x a t i o n  n o t  
t h e  r o o t  t i s s u e  a s  fi r s t  be l i e v e d  ( 3 4, 5 2 ) .  T h i s a s s a y  w a s 
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a l s o  a p p l ie d  t o  a l g a l  n i t r o gen f i x a t i o n . A l g a l  f i xe r s we re 
f o u n d  to  _ c o n t r i b u t e  a b o u t  t w o -th i r d s  o f  t h e  n i t r o gen f i x e d , 
i n d i c a t i n g r h i z o s p he r e b a c te r i a l  f i x e r s  p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  
r o l e  ( 16, 3 4 ) . M a i z e  a n d  t r o p i c a l  g r a s s e s  w e r e  a l s o  s h o w n  t o  
h ave n i t r o g e n a s e  i n  t he i r r h i z o s p h e re ( 16 ) . L a t e r , n i t r o ge n  
f i x a t i o n , a s  d e t e r m i ne d  b y  a ce t y le n e red u c t i o n , w a s  
c o n f i r m e d  i n  t he r h i z o s p h e re o f  t w o  t r o p i c a l  g r a s se s  b y  15 N 
i n c o r p o r a t i o n  ( 13 ) . 
Th e c o nv e r s i o n  f a c t o r  f o r  a ce t y lene red u c e d  t o  
n i t r o gen f i x e d  b e c a m e  a m a j o r  p o i n t  o f  c o n c e r n  far  t he 
deter m i n a t i o n  o f  a c t u a l  n i t r o g e n  i n p u t s  b y  f i x a t i o n . T h e  
c h e m i c a l  c o nve r s i o n  f a c t o r  a p p e a r e d  t o  b e  3 : 1 ( 2 ) , u s i n g t he 
f o r m u l a s  
3 C 2 H 2 + 6H
+ + 6e- ---> 3 C 2 H 4 
N 2 + 6 H
+ + 6 e - ---> 2 N H 3 
A w i d e  r a n ge o f  a ce t y lene r e d uc t i o n r a t e s  w a s 
c a l c u l a ted u s i n g  15 N d e t e r m i ne d  n i t r o ge n  f i x a t i o n r a te s . I n  
s o y bea n n o d u le s  t h e  c a l c u l a te d  r a t i o s  r a n g e d  f r o m 2 . 71 : 1  t o  
4 . 2 : 1 a n d  i n  s o i l s  f r o m 3 : 1 t o  2 5 : 1  ( 2 ) .  F u n d a m e n t a l  
d i f fe re n ce s  ex i s t  b e t we e n t he rea c t i o n s  w h i c h  c a n  g re a t l y  
a f fec t t h e  c o nv e r s i o n  f a c t o r: C 2 H 2 i s  6 5  t i m e s  m o re s o l u b l e  
i n  H 2 0 t h a n  N 2 c o n t r i b u t i o n s  a re m a de b y  f i x e d  n i t r o g e n  t o  
p r o te i n  s y n t h e s i s  b u t  n o  c o n t r i b u t i o n  i s  m a de w i t h  a c e t y lene 
r e d u c t i o n , t h e y  h av e  d i f fe r i n g  a b i l i t i e s  t o  e n t e r  t h e  
s y s tem , a n d  n i t r o g e n a se i s  u n s t a b le ( 1 9 ,  2 3 ) .  
H y d r o g e n  ev o l u t i o n  bec a me a s u s p e c te d  f a c t o r  w he n  i t  
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was d e t e r m i n e d  t o  b e  g e n e r a l l y  ass o c i a t e d  w i t h  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  i n  s y m b i o n ts a n d  b l u e - g r e e n  a l g a e . T h e ass u m p t i o n  
t h a t t h e  n i t r o g e n as e  e n z y m e  was r es p o ns i b l e  f o r  p r o d u c� n g Hz 
a n d  n o t  t h e  c l ass i c a l  h y d r o g e n as e  e n z y m e  a n d  t h e  k n o w l e d g e  
t h a t  a c e t y l e n e  i n h i b i t e d  Hz e v o l u t i o n  s u g g es t e d  e l e c t r o ns 
w e r e  d i v e r t e d  f r o m  Nz t o  H
+ ( 3 ,  ZO , Z3 , 3Z , 3 7 ) .  W i t h  t h e  
N 2 p a r t  o f  t h e  eq u a t i o n r e w r i t t e n  as 
Nz + 8H
+ + B e - --- > Z N H 3 + Hz 
t h e  c o n v e rs i o n  f a c t o r  was r a is e d  t o  4 : 1 ( 3Z ) . O n e  g r o u p  
c l a i m e d  4 0 %  t o  6 0 %  o f  t h e  e l e c t r o ns a r e  l os t  t h r o u g h  Hz 
e v o l u t i o n (3 7 ) .  I f  h a l f  t h e  e l e c t r o ns w e r e  d i v e r t e d  f r om Nz 
t o  H+ , t h e  r a t i o  c o u l d  g o  as h i g h  as 6 : 1 . S o m e  
n o n l e g u m i n o us s y m b i o n ts a n d  a f e w  l e g um i n o us s y m b i o n ts g a v e  
r a t i os v e r y  c l os e  t o  3 : 1 , s u g g es t i n g  t h e y  h a v e  e v o l v e d  s o m e  
m e c h a n ism w h i c h  m i n i m i z es e l e c t r o n  d i v e rs i o n  t o  H+ a n d  t h us 
h y d r o g e n  p r o d u c t i o n ( 1 7 ) . I t  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t  t h e  
c o n v e rs i o n  f a c t6 r  w as d e p e n d e n t  u p o n  t h e  o r g a n is m  a n d  t h e  
e x p e r im e n t a l  c o n d i t i o ns .  C o n v e rs i o n  f a c t o rs n e e d e d  t o  b e  
c a l c u l a t e d b y  co m p a r is o n  o f  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  r a t es w i t h  
ISN r a t es f o r  e a c h  s ys t e m  s t u d i e d  ( 3Z ,  3 7 ) . 
D. De v e l o p m e n t  i n  n i t r o g e n f i xa t i o n  i n  t h e  
1980's 
R es e a r c h  i n  t h e  8 0's v e r i f i e d  s o m e  e a r l i e r  f i n d i n gs 
a n d  c o n t r a d i c t e d  o t h e rs .  W h e n  c o m p a r i n g t i m e  c o u rs es , a l a g  
p e r i o d  was s e e n  i n  s o i l  c o r es .  S l o w d i f f us i o n  o f  a c e t y l e n e  
t h r o u g h o u t_ t h e  c o r e  s e e m e d  t o  b e  t h e  c a us e . T h e  d i f f us i o n  
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r a t e  w as a f f e c t e d  b y  so i l  t e x t u r es w i th a n d  w i tho u t  p l a n ts .  
M i nim u m  dif f us io n  o c c u r r e d b e t w e e n  m i d n i g h t  to 6 a m  a n d  
m a xim u m  d i f f usion b e t w e e n  noo n to 6 p m  ( 2 5 ,  3 4 , 4 8 , 4 9 ) .  
Pos t g a t e  d es c r i b e d t h e  1 0  to 1 5  h l a g  p h as e  as o x y g e n 
i n t e r f e r e n c e  ( 3 4 ) . T r a ns f e r r i n g soi l f rom i ts n a t u r a l  
e n vi ron m e n t  i n c r e as e d t h e  o x y g e n co n t e n t , e v e n  i f  p l a c e d  i n  
a n  a n a e ro b i c  e n v i ro n m e n t . T h is e x c ess o x y g e n  i n t e r f e r r e d 
w i t h  a n d  swi t c h e d  o f f t h e  n i t rog enas e a c t i vi t y . As 
m i c roor g a nisms o f  t h e  so i l  s y s t e m  us e d  u p  t h e  ox y g e n, 
n i t ro g e n as e  w as s low l y t u r n e d  on ( 3 4 ) . P r e i n c u b a tio n o f  
so i l  was no t r e co mm e n d e d  to ov e r com e t h e  p ro b l e m , w h e t h e r  
d u e  to d i f f us io n  o r  o x y g e n  i n t e r f e r e n c e, b e c a us e  e r r o n eous 
h i g h es t i m a t es co u l d  r es u l t  ( 4 9 ) . 
A d d i t io n a l  a p p li c a tions w e r e  fo u n d  f o r  a c e t y l e n e  
r e d u c tio n . Ni t rog e n  fix i n g  b a c t e ria � e r e  iso l a t e d  f rom t h e  
r hi zos p h e r e  o f  t e m p e r a t e  c e r e a ls a n d  fo r a g e  g r ass es . O n e  
g ro u p  o f  iso l a t es w as fo u n d  t o  h a v e  a s p e c i a l r e q ui r e m e n t  
fo r v i t a m i n  B 1 2  ( 2 6 ) . A c e t y l e n e  r e d u c t ion was us e d  to 
es tim a t e  ni t ro g e n  f i x a t io n  i n  asso cia t ion w i t h  t h e  
p h y l los p h e r e  o f  p l a n ts .  P l a n ts in c l u d e d  ci t r us a n d  m u l b e r r y  
l e a v es ,  dou g l as f i r , _m a i z e  a n d  G u a t e m a l a  g r ass es, ri c e  a n d  
co t ton ( 2 9 ) . 
I n  con t r a di c t io n  to e a r lie r s t u d i es, L e t h b r i d g e e t  
a l . ( 2 5 )  r e po r t e d  th e a c e t y l e n e  r e d u c t io n  ass a y was i n v a l i d 
fo r low r a t es o f  ni t rog e n  f i x a t ion, a l t ho u g h  14c2n2 ---> 
14c2H 4 v al u es w e r e  w i t hi n  exp e r im e n t a l  e r ro r . I t  w as 
p�ss i b le f o r  e n d o ge n o us e t h y l e ne t o  a c c u m u l a te ,  s u c h  a n  
o c c u r r e n ce c o u l d  o ve res t i m a t e  a c t i v i t y a n d  e ve n  i n d i c a t e  
a c t i v i t y w he r e  n o n e  w as p rese n t (25). 
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A n o t he r  g r o u p  r e p o r te d  t h a t  a ce t y l e ne w as d e c o m p o� e d 
i n  so i l, se r v i n g  as a n  e ne r g y  s o u r ce f o r  s o me m i c r o o r g a n isms 
( 47). T he a d d i t i o n  o f  a c a r b o n  so u r ce s l o w e d a d a p t a t i o n  o f  
t h e  o r g a n isms f o r  .a c e t y l e ne d e c o m p os i t i o n . L oss o f  
a c e t y l e n e  i n  t h e  s y s tem l e d  t o  i n c o m p le te s a t u r a t i o n  o f  
n i t r o g e n ase a n d  e r r o ne o us r es u l ts .  To  a v o i d  p r o b l ems, t h e y  
s u g g es te d  us i n� f r es h  s a m p l es n o t  p r e v i o us l y e x p ose d t o  
a ce t y l e n e  ( 47). 
N i t r o ge n  f i x a t i o n  was es t i m a te d  i n  a l f a l f a  us i n g  
t h r ee d i f fe re n t me t h o ds t o  i n c r e as e  t he r e l i a b i l i t y o f  t he 
a ce t y le n e r e d u c t i o n d e te r m i ne d  v a l ue (27). T he t h r e e  
m e tho ds w e r e  i n  s i t u  a c e t y l e ne r e d u c t i o n , 15N i s o t o pe 
d i l u t i o n  w i t h  t w o  r e feren ce c r o ps a n d  t o t a l  n i t r o ge n  
d i f fe r e n ce .  I s o t o pe d i l u t i o n w as a ls o  a p p l ie d  t o  s o i ls 
c o n t a i n i n g  so y b e a n  p l a n ts .  T h e  s o i l  w as l a be le d  w i t h  
(15NH 4)2so 4 o r  15N l a be l l e d p l a n t  ma te r i a l  ( 9 ) . A l t h o u g h  
t h is t e c h n i q ue o f f e re d  a m e t h o d  t o  ob t a i n  es t ima t es o f  
f i x a t i o n  t h r o u g h o u t  t he g r o w i n g  s e a-s o n, p r o b l e ms e x i s t e d . 
T he a m o u n t o f  n i t r o ge n  f i x e d  w as d e t e r m i n e d  b y  t a k i n g  t he 
t o t a l  N i n  t he n i t r o ge n  f i x i n g  c r o p  a n d  s u b t r a c t i n g  (% 
fe r t i l i z e r  u p t a ke b y  t h e  f i x i n g  c r o p/l O O ) ( s o i l  n i t r o ge n  p o o l  
w i t h  t h e  � o n f i x i n g c r o p  p l us t o  t he a m o u n t  o f  f e r t i l i z e r  
a d de d ) ( 50 ) .  D e t e r m i na t i o n  o f  t h e  so i l  n i t r o g e n  p o o l  w as 
t h e  ma j o r p r o b l em e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e  15N f e r t i l i z e r  
d i l u t i o n m e t h o d  b e c a us e  a n o n - f i x i n g  c o n t r o l  c r o p  w i t h  
s i m i l a r  r o o ti n g p a t t e r ns a n d  s i m i l a r  n i t r o g e n  u p t a k e  was 
necessa r y  f o r  t h is c a l c u l a t i o n ( 9, 2 7, SO ) .  
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I I I  P U R P O SE OF TH I S  S T U D Y  
M o s t  o f  t h e  m e t h o ds us e d t o  m e as u r e  n i t r o g e n  
f i x a t i o n h a v e  b e e n  e i t h e r 1) l a b o r i o us a n d  e x p e ns i v e  as is 
t h e  c as e  w i t h  15N o r  2 )  n o t  s e ns i t i v e as w i t h  K j e l d a h l  
d i g es t i o n . T h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n ass a y ,  w h i c h  is 
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s e ns i t i v e , i n e x p e ns i v e  a n d  s i m p l e , i s  b as e d o n  t h e  f a c t  t h a t 
a c e t y l e n e  is r e d u c e d  t o  e t h y l e n e  b y  th e n i t r o g e n as e  e n z y m e  • 
. , 
N i t r o g e n as e  is t h e o n l y  e n z y m e  k n o w n  t o  r e d u c e  a c e t y l e n e  t o  
e t h y l e n e . As e t hy l e n e  � p p e a rs t o  a c c u m u l a t e  r esu l ts c a n  b e  
e x p r ess e d  as e i t h e r  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n o r  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n . 
Wh e n  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n-h as b e e n  m e as u r e d  i n  s o i ls ,  
t o  i n d i c a t e  t h e  r a t e  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n , t h e  ass a ys 
g e n e r a l l y  i n c l u d e d  t h e  us e o f  d is t u r b e d  o r  m a n i p u l a t e d  s o i l  
sa m p l es. D is t u r b e d  s o i l  s a m p l es a r e  t h os e  wh o s e  i n t e g r i t y  
h as b e e n  c h a n g e d  b y  e i t h e r  m i x i n g , a m e n d i n g  w i t h  n u t r i e n t  
a d d i t i v es o r  c h a n g i n g  t h e  s o i l  m o is t u r e  s t a t us .  C h a n g es 
f r o m  t h e  o r i g i n a l  s t a t e  o f  t h e  so i l  c o u l d  m a r k e d l y  e f f e c t  
t h e  r a t e  o f  n i t r o g e n f i x a t i o n. T h e  t e c h n iq u e  o f  a c e t y l e n e 
r e d u c t i o n  is n o t  w i d e l y  a c c e p t e d  f o r  f i e l d  i n  s i t u  o r  
u n d is t u r b e d  assa ys o f  s o i l . T h e  a c e t y l e n e r e d u c t i o n  
t e c h n iq u e  f o r  m e as u r i ng n i t r o g e n f i x a t i o n  us i n g  u n d i s t u r b e d  
i n t a c t  s o i l c o r es is e v a l u a t e d  i n  t h is s t u d y . S p e c i f i c  
cons i d e r a t i ons i n c l u d e  1 )  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o rs a f f e c t i n g 
t h e  s o i l  c o r e  assa y f o r  n i t r o g e n as e  a c t i v i t y_ 
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a n d  2 )  d e t e r mi n a ti o n  o f  r e l a t i o ns hi ps b e t w e e n  v e g e t a ti o n a n d  
i ts i m p a c t  o n  a c e t y l e n e  re d u c ti o n ( ni t r o g e n  fi x a ti o n ) .  
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I V  DEVE L O PME N T  O F  A N  I N T A C T  S O I L  C O RE A S S A Y F O R  MEA S U RE ME N T  
O F  A CET Y LE NE RED U C T I O N 
A .  I n tr od u c ti o n  
I n t a c t s oi l  c o r es h a v e  b e e n  us e d  i n  m a n y  as p e c ts o f  
s oi l  s ci e n c es b u t  v e r y  lit t l e  a p p li c a ti o n h as b e e n  m a d e  i n  
s t u d yi n g  ni t r o g e n  fix a ti o n o r  a c e t y l e n e  r e d u c ti o n . S oi l  h as 
o f t e n  b e e n r e m o v e d  f r o m i ts n a t u r a l  h a bi t a t  a n d  mi x e d  wi t h  
s u bs t r a t es a nd w a t e r  p ri o r t o  a n a l ysis . T h es e  ass a ys o f t e n  
r e p r es e n t  a p o t e n ti a l a c ti vi t y a nd n o t  a n  a c t u a l  a c t i vi t y 
d e t e r mi n a ti o n .  I n t e r es t  i n  i n  si t u  ass a ys t o  p r o vi d e  
r e a lis tic d e t e r mi n a tio ns p r es e n ts p r o b l e ms t o  t h e  
r es e a r c h e r . O n e  is t h e  n e e d  t o  k e e p t h e  s ys t e m  as c l os e  t o  
fie ld c o n di tio ns as p ossi b l e . 
O r g a nisms a nd p r o c ess es a r e  d e p e nd e n t  u p o n  t h e  
p r es e n c e  o r  a bs e n c e  o f  o x y g e n . Ni t r o g e n  fixin g o r g a nisms 
f a l l  in t o  t h r e e  c a t e g o ri es : 1 )  s t ric t a e r o b es - t h os e  
r e q ui ri n g  o x y g e n  t o  s u r vi v e, 2 )  f a c u l t a ti v e ana e r o b es 
t h os e  c a p a b l e  o f  g r o w t h  i n  t h e  p r es e n c e  o r  a bs e n c e  o f  o x y g e n  
a n d  3 )  s t ri c t a n a e r o b es - t h os e  w hi c h s u r vi v e o n l y  i n  t h e  
a bse n c e  9 f  o x y g e n . T h e  e n z y m e  r e� p o nsi b l e  f o r  ni t r o g e n  
fix a ti o n ( a c e t y l e n e  r e d u c ti o n )  is o x y g e n  l a bi l e, t h us t h e  
p r o·c ess o f  a c e t y l e n e  r e d u c ti o n  c a n  t a k e  p l a c e  o n l y  w h e n  t h e  
e n z y m e  is p r o t e c t ed f r o m  o x y g e n  ( 2 0 ) . A e r o bi c  o r g a nisms 
h a v e  d e v e l o p e d s o p his ti c a t ed m e c h a nisms o f  p r o t e c ti n g  t h ei r  
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n i t r o g e n as e  f r o m  t h e  o xy g e n  t h ey r eq u i r e  f o r  s u r v i v a l . T h e  
i m p o r t a n c e  o f  o x y g e n  t o  a c e tf l e n e  r e d u c t i o n  w as i n v es t i g a t e d  
i n  a s t u d y  c o m p a r i n g  r e a c t i o n  r a t es u n d e r  a e r o b i c  a n d  
a n ae r o b i c  i n c u b a t i o n . 
T h e  sa t u r a t i o n  p o i n t  f o r  t h e  n i t r o g e n  f i x i n g  e n z y m e  
i s  0 . 0 3 t o  0 . 1 0 a t m os p he r e a c e t y l e n e ( 2 1 ) .  Res e a r c h e rs h a v e  
r e p o r t e d  us i n g  u p  t o  0 . ?0 a t m os p h e r e  a c e t y l e n e  o n  c e l l  f r e e  
e x t r a c ts w i t h o u t  d e t e c t a b l e  i n h i b i t i o n o f  n i t r o ge n as e  ( 2 1 ) . 
T h e  w h o l e  c e l l  s ys t e m  may b e  a d v e rs e l y  a f f e c t e d  b y  us e o f  
e x c ess a c e t y l e ne .  B e c a use a l l  e n z y me r e a c t i o ns a r e  
c o n t r o l l e d  i n  s o m e  w a y by s u bst r a t e  c o n c e n t r a t i o ns, t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a c e t y l e n e  a d d e d  w i l l  g r e a t ly a f f e c t  
e t h y l e n e  p r o d u c t i o n r a t es a n d  h e n c e  es t i m a t es o f  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  r a t es .  S i n c e  m e as u r e m e n t  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  is 
t h e  b as i c p u r p os e  o f  t h is r es e a r c h , i t  w as v e ry i m p o r t a n t  t o  
det e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a c e t y l�ne t o  use  i n  t h e  
i n t a c t c o r e  assay . 
A n o t h e r  p a r a m e t e r  w h i c h a f f e c ts a n  e n zym e r e a c t i on 
r a t e· is t h e  t i m e  o f  i n c u b a t i o n  o r  h o w  l o n g  t h e  e n zym e is 
a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  t h e  s u bst r a t es .  L o n g  i n c u b a t i o n 
p e r i o ds c o u l d  r es u l t  i n  a n  a c c u m u l a t i o n o f  e n d  p r o d u c ts 
w h i c h  ma y i n h i bi t  t h e  r e a c t i o n . I n a c c u r a t e  c o n c l us i o ns 
a b o u t  t h e  r a t e  o f  e t hy l e n e  p r o d u c t i6 n  w o u l d  t h e n  b e  e v i d e n t . 
Ho we v e r  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d m us t  b e  o f  s u f f i c i e n t  l e n g t h 
t o  a l l o w f o r  a de t e c t a b l e  l e v e l  o f  p r o d u c t  t o  a c c u m u l a t e . 
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  o p t i m u m  i n c u b a t i o n  t i m e  f o r  e t h y l e n e  
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p r o d u c t i o n  us i n g  t h e  i n t a c t  s o i l  c o r e  assa y w as a c h i e v e d . 
I n  a n y  b i o lo g i c a l  assa y m o is t u r e  is a c o n t r o l l i ng 
f a c t o r  i n  e n z y m a t i c  r e d u c t i o n  r a tes . E x c ess m o is t u r e  c o u l d  
e l i m i n a t e  t h e  o x y g e n  f r o m  t h e m i c r os i t es w i t h i n  t h e  s o i l . 
L a c k  o f  su f f i c i e n t  m o is t u r e w i l l  i n h i b i t  c e l l u l a r  a n d  
e n z y m a t i c  a c t i v i t i es r e l a t e d  t o  g r o w t h, m a i n t a i n i ng o n l y 
t h os e  n e c ess a r y  t o  s us t a i n  l i f e . I n  a n y  b i o l o g i c a l  ass a y 
m o is t u r e  is a c o n t r o l l i n g  f a c t o r  i n  e n z yma t i c r e d u c t i o n  
r e a c t i o n  r a t es .  B e c a us e  n i t r o g e n  f i x a t i o n  is a h i g h  e n e rg y  
p r o c ess a n d  i s  i n t i m a t e l y  i n v o l v e d  w i t h  g r o w t h , t h is 
a c t i v i t y  m a y b e  i n f l u e n c e d  b y  a v a i l a b l e  so i l  m o is t u r e . 
N i t r o g e n  f i x a t i o n ( e t h y l e n e  p r o d u c t i o n ) is a 
h e t e r o t r o p h i c  p r o c ess w h i c h r e q u � r es a r e a d i l y  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  s o u r c e . L e v e ls f l u x u a t e  g r e a t l y  i n  s o i l  d u e  t o  
p l a n t  l i t t e r  i n p u ts a n d d e c a y , i t  is i m p o r t a n t  t o  es t a b l is h  
t h e  i m p a c t  o f  s o i l  c a r b o h y d r a t e  l e v e ls o n  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n. Gl u c os e  is c o ns i d e r e d  t h e  " u n i v e rs a l" 
c a r b o h y d r a t e  o f  s o i ls as m os t  b i o l o g i c a l  s ys t e ms u t i l i z e  
g l u c os e  i n  p r ef e r e n c e  t o  o t h e r c a r b o h y d r a t es. 
B a c t e r i a  f u n c t i o n  o v e r  a w i d e  r a n g e  o f  t e m p e r a t u r e. 
As so i l  t e m p e r a t u r e  v a r i es w i t h  c l i m a t e  so d o es t h e  s o i l  
m i c r o o r g a n isms . B a c t e r i a w i t h i n  e a c h  t e m p e r a t u r e  g r o w t h  
r a n g e  h a v e  t h e i r  o w n  t e m p e r a t u r e  f o r  o p t i m a l a c t i v i t y. A t  
t h is t e m p e r a t u r e  t h e y  g r o w  f as t es t  a n d  t h e i r  e n z y m a t i c  
a c t i v i t y  is a t  i ts h i g h es t . T h os e  l i v i n g  b e l o w 0 ° C t o  2 0 ° C 
w i t h  a 1 5 ° C o p t i m u m a r e  ps y c h r o ph i l i c , f r o m 1 5 ° C t o  45 ° C a r e  
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m es o p h i l i c , a n d  f r o m 45 ° C to 50 ° C a n d  a b o v e a r e  t h e r m o p h i l i c  
( 5 ) . T h e  n i t r o g e n  f i x i n g  e n z y m e  w i l l  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  
s o i l  t e m p e r a t u r e . 
I n t a c t s o i l  c o r es a l l o w t h e  r es e a r c h e r  t o  m a i n t a i n  
t h e  i n t e g r i t y  o f
· t h e  s o i l  a n d  so i l  s t r u c t u r e  w i t h  o n l y  
m i n i m u m  d is r u p t i o n  d u e  t o  a s l i g h t  c o m p a c t i o n . T h is 
t e c h n i q u e a ls o  pr o v i d es a m e a ns o f  t a k i n g  a l a rg e r n u m b e r  o f  
r e p l i c a t i o ns t o  i m p r o v e  s t a t is t ic a l r e l i a b i l i t y o f  r es u l ts .  
Th e use o f  i n t a c t  s o i l  c o r es is r e l a t i v e l y  n e w  t o  a c e t y l e ne 
r e d u c t i o n  ( n i t r o g e n  f i x a t i o n ) s t u d i es .  T h e r e f o r e  a n  ass a y 
h a d  t o  b e  d e v e l o p e d  f o r  use  i n  s o i l  s ys t e ms .  A n u m b e r  o f  
e n v i r o n m e n t a l f a c t o rs, w h i c h  v a r y  g r e a t l y  i n  s o i l s, n e e d  t o  
b e  e v a l u a t e d  f o r  t h e i r  e f f e c t  o n  · t h e m e as u r e m e n t  o f  
a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  b e f o r e  t h e  i n t a c t c o r e  t e c h n i q u e  c a n  b e  
a p p l i e d  t o  s o i l  s ys t e ms i n  g e n e r a l . 
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B .  Ma t e r i a ls a n d  M e t h o ds 
1. The as say c ham b e r  
I n t a c t  s o i l  c o r es w e r e  r e m o v e d  us i n g  a s t a i n l es� 
s t e e l  p l u n g e r - t y p e  s o i l  c o r e r . S o i l  c o r�s ( 2.5 4 e m  
d i a m e t e r ) w e r e  t a k e n  a t  a d e p t h  o f  5 e m  a n d  t w o  c o r es w e r e  
a d d e d  t o  e a c h  5 0  c c  p l as t i c  d is p osa ble s y r i n g e  b a r r el .  A # 6  
r u b b e r  s t o p p e r  w as us e d  t o  c l os e  t h e  l a r g e  o p e n i n g . A 
r u b b e r  s e r u m s e p t a ( 7  x 13 m m ) was p l a c e d  o n  t h e  n e e d l e  
a t t a c h m e n t  s i t e  t o  f a c i l i t a t e  h e a ds p a c e  sa m p l i n g  f o r  gas 
c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l ys is a n d  e v a c u a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n 
v ess e l  a t m os p h e r e . 
2 .  Assa y a t m o s p h e r e  
F o r so m e  s t u d i es i t  w as n e c essa r y  t o  h a v e  a n  
a n a e r o b i c  o r  o x y g e n - f r e e  ( i n e r t )  a t m os p h e r e. E v a c u a t i o n  a n d  
r e pla c e m e n t  o f  t h e  a t m os p h e r e  i n  t h e  s y r i n g e  was p e r f o r m e d  
o n  a m a n i f o l d  a p p a r a t us c o n n e c t e d t o  a p u m p  a n d  a n  A r g o n  
t a n k . S y r i n g es w e r e  e v a c u a t e d  a n d  f i l l e d  w i t h  A r g o n  f i v e 
t i m es, a l l o w i n g  t h e  p r ess u r e  t o  r e ach 0 . 9 0 a t m os p h e r e  e a c h  
t i m e  ( t h e  l im i t a t i o n  o f  t h e  eq u i p� e n t ) .  P r ess u r e  w as 
m e asu r e d  us i n g  a l o n g, b e n t  g l ass t u b e  a n d  a c o n t a i n e r  o f  
m e r c u r y  c o n n e c t e d  t o  t h e  m a n i f o l d  a p p a r a t us .  A f t e r  
e v a c u a t i o n  a n d  r e p l a c e m e n t  o f  t h e a t m os p h e r e  w i t h  a r g o n a 
q u a n t i t y  o f  a c e t y l e n e  w as a d d e d  t h r o u g h  t h e  s e p t u m s t o p p e r  
t o  g i v e  t h e  d es i r e d  fi n a l  c o n c e n t r a t i o n . A c e t y l en e  w as 
a d d e d  i n  a l i k e m a n n e r  to a s s a y  cha m b e r s  w i t h  a m b i e n t  
a t mo s p h e r e . 
3. C 2H2-c2H4 de t erm i nat i o ns us i n g gas 
c h r o mat ogra p hy 
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A l i q u o t s  o f  the s y r i n g e - c o r e  h e a d s p a c e  w e r e  i n j e c t e d  
i n t o  a V a r i an m o d e l  3 7 0 0  G a s  C h roma t o g r a p h ( G C ) , wi th a 
h y d ro g e n  f l ame io n i z a t i o n  d e t e c t o r . A s t a i n l e s s  s t e e l  
c o l u m n  co n t a i n i n g  Po r a p a k  R wa s u s e d  fo r c a p t u r e  a n d  w a s 
o p e r a t e d  a t  50°C . N i t r o g e n  s e r v e d  a s  t h e  c a r r i e r  g a s  a t  a 
flow r a t e  o f  3 0  rn l  rn i n - 1 • T h e  r e s u l t i n g a c e t y l e n e  a n d  
e t h y l e n e  p e ak s  w e r e  p lo t t e d  o n  a S a r g e n t - W e l c h mo d e l  SRG 
r e co r d e r . A s t a n d a r d  co n c e n t r a t{�n c u r v e  w a s e s t a b l i s h e d  
u s i n g  a n  e q u a l  d i l u t i o n o f  e t h y l e n e  a n d  ac e t y l e n e  i n  a i r . 
S o i l  co r e s , s t i l l  i n  t h e  s y r i n g e  b u t  w i t h  t h e  
s t o p p e r s  r em o v e d , w e r e  w e i g h e d  t h e n  d ri e d i n  a F r ig i d a i r e  
Ho u s e ho l d M i c r o w a v e  o v e n  u s i n g  t h e  #6  o r  b a k e  s e t t i n g  ( 1 7 ) . 
S y r i n g e s  w e r e  t u r n e d  - e v e r y  3 t o  4 m i n  to a vo i d m e l t i n g  of 
t h e  p l a s t i c . S y r i n g e - s o il cor e s  w e r e  w e i g h e d  a f t e r  co o l n g , 
a n d  s a m p l e s  w e r e  co n s i d e r e d  d r y  w h e n  a co n s t a n t  w e i g h t  wa s 
o b t a i n e d . 
4. Ca lc ula t i o n  o f  a c e tyle n e  r educ t i o n  r a t e s  
F r o m t h e  r e s u l t s  o f  va r y i n g c o n c e n t r a t io n s o f  a n  
e t h y l e n e  s t a n d a r d  i n j e c t e d  i n t o  t h e  G C, a l i n e a r  r e g r e s s i o n  
com p a r i n g p e a k  h e i g h t  a n d  e t h y l e n e  con c e n t r a t i o n  w a s u s e d  to 
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d e v e l o p t h e  s t a n d ar d  c ur v e .  T h e  Y v a l u e s  re pre s e n t ed p e ak 
h e i g h t i n  e m  a n d  t h e  X v a l u e s  w er e  t h e  c o nc e n t ra t i o n  o f  
e t h y l e n e  i n j ec t e d . T h e  s a m p l e  p e a k  h e i g h t s  w er e  u s e d  i n  a 
l i n e ar r e gr e s s i o n e q u a t i o n t o  pr o v i d e  a ca lc u l a t e d  v a l u e  f or 
t h e  c o nc e n tra t i o n  o f  e t h y l e n e  i n  a n  i n j e c t i o n . 
D e t erm i n a t i o n o f  t h e  f i n a l  ra t e  o f  ace t y l e n e  
re d uc t i o n  ( e t h y l en e  pro d uc t i o n ) f or a g i v e n  cor e w er e  
o b t a i n e d  u s i n g t h e  f or m u l a s  i n  T a b l e  1 .  T h e  c a l c u l a t i o n s  
t o o k  i n t o  acc o u n t  b u l k  d e n s i t y , p oro s i ty ,  a nd m o i s t ur e  o f  
t h e  s o i l  t o  arr i v e  a t  t h e  f i n a l  v a l u e . T o  d e t erm i n e  w e t 
w e i g h t  a n d  d r y  w e i g h t  o f  t h e  s o i l  a l o n e , a n  a v er a g e  w e i g h t  
o f  1 2 . 7 1 gra m s  w a s  s u b tract e d  f or t h e  s yr i n g e  w e igh t . A n  
a v era g e  v a l u e o f  2. 65 g c m - 1  p ar t i c l e  d e n s i t y  f or e a s t er n  
S o u t h  D a k o t a  s o i l s  w a s o b t a i n e d  fr o m  Gary L e m m e, a s s oc i a t e  
pr o f e s s or i n  P l a n t Scienc e , S D S U. 
V a l u e s  ar e r e p or t e d  a s  m i cro m o l e s of e t h y l e n e  
pro d uc e d p er h ec t ar e  p er d a y  a n d  c o u l d  b e  i n t er pr e t e d  a s  
ra t e s  o f  n i tro g e n  f i x a t i o n . U n t i l  t h e  pro p er c o n v er s i o n  
f a c t or ca n b e  d e t erm i n e d  f or t h e s e  s o i l s  i t  w o u l d  b e  
i n a p pro pr i a t e  t o  c o n v er t  fr o m  a c e t y l e n e  re d u c t i o n  v a l u e s  t o  
n i tro g e n  f i x a t i o n ra t e s . 
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5 .  S o i l  s a m p l e  c o l l e c t i o n  
S o i l  c or e s w er e  c o l l e c t e d fr o m  e i t h er a c orn f i e l d  
l o c a t e d  a t  t h e  A gro n o m y  f arm n e ar c a m p u s  or fr o m  a n  
u n d i s t ur b e d  n a t i v e  gra s s l a n d  s i t e  n e ar Oa k w o o d  L a k e s  S t a t e  
P ark. S o i l s  c o l l e c t e d  fr o m  t h e  A g o n o m y  F arm w er e  a m e n d e d  
w i t h 0. 1 %  g l u c o s e  t o  e n h a n c e  a c t i v i t y  b y  m i x i n g  t h e  s a m p l e  
3 0  
w i t h  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  g l u c o s e. C o n tro l s  w er e  pre p ar e d 
b y  m i x i n g a n  e q u a l v o l u m e  o f  w a t er w i t h  a d u p l i c a t e  s o i l  
s a m p l e. T h e  s o i l  w a s  m i x e d  i n  a c l e ar p l a s t i c  c o n t a i n er 
f r o m  w h i c h  s o i l  c or e s w er e  t a k e n  a f t er t h e  s u b s tr a t e  w a s 
m i x e d  w i t h  t h e  a p pr o pr i a t e  v o l u m e  o f  w a t er. I n  t h i s  s a m e  
m a n n er s o i l s  w er e  pre p are d w i t h  e l e v a t e d  m o i s t ur e  l e v e l s . 
6 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m u m c o l u m n  t e m p e r a t u r e  
T o  d e t erm i n e  t h e  m o s t  a p pro pr i a t e  c o l u m n  t e m p er a t ur e  
f or g a s  c hr o m a t o gra p h i c  s e p ar a t i o n  o f  a c e t y l e n e  a n d  e t h y l e n e  
p e a k s , a n  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  s t a n d ar d  w a s i n j e c t e d  a t  
d i f f ere n t  c o l u m n  t e m p era t ure s ra n g i n g fr o m  4 0  t o  95 ° C. A 
c o l u m n  t e m p era t ur e  o f  5 0 ° C w a s c h o s e n f or a l l  s u b s e q u e n t  
a n a l y s e s  a s  �t w a s  t h e  t e m p era t ur e  a t  w h i c h  o p t i m u m  
r e s o l u t i o n  o f  a c e t y l e n e  a n d  e t h y l e n e p e a k s  w er e  o b s er v e d. 
7 .  Use o f  sy r i n g es f o r  i n j e c t i o ns 
A 1 c c  d i s p o s a b l e  t u b erc u l i n  s yr i n g e  w a s  c o m p ar e d 
w i t h  a H a m i l t o n  g a s  t i g h t  s yr i n g e  f or re pro d u c i b i l i t y  o f  g a s  
s a m p l e  v o l u m e s. U s i n g  t h e  s yr i n g e s , i n j e c t i o n  v o l u m e s  o f  
3 1  
0 . 25 m l  fr o m  a s t a n d ar d  e t h y l e n e  c o nce n tr a t i o n w er e  a n a l y z e d  
( T a b l e  2 ) . A s  d i f f er e nc e s b � t w e e n  t h e  r e pro d uc i b i l i t y  o f  
t h e  t w o s yr i n g e s  a p p e ar i n s i g n i f ic a n t  t h e  d i s p o s a b l e  
s yr i n g e s  w e r e  t h e r e f o r e  u s e d t h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y  f or t h e  
t r a n s f e r  o f  s m a l l  g a s  v o l u m e s . 
8. S t a t i s t i c a l _ a n a l y s i s 
S e l ec t e d  d a t a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  S Y S T A T  ( S Y S T A T , 
I nc . , 6 0 3  M a i n  S t., E v a n s t o n , 1 1 . 6 0 20 2 ) , a s t a t i s t ica l 
p r o gr a m  f o r  t h e  I B M p er s o n a l  c o m p u t e r , m a d e  a v a i l a b l e  b y  W .  
K e n n e d y  Ga u g e r, A s s oc i a t e  Pr o f e s s o r  i n  M ic r o b i o l o g y , S D S U . 
T e s t s  i nc l u d e d  l i n e ar r e gr e s s i o n , t - t e s t , D u nc a n ' s  m u l t i p l e  
r a n g e , A N O V A  a n d  L O W E S S , a ro b u s t - n o n l i n e ar d a t a  s m o o t h i n g  
p r oc e d u r e . S i g n i f ica nce a t  t h e  0 . 0 5 l e v e l  i s  i n d ic a t e d  b y  * 
a n d  a t  t h e  0 . 0 1 l e v e l  or l e s s  b y  
Tab le 2 .  Comp a r i s on o f  two typ e s  o f  syringe s f or 
me asuremen t  o f  e t hy lene . 
SYRINGE PEAK HEIGHT S TANDARD DEVIATION 
D i s p o s ab l e  
RANGE 
Tub e r c u l in 6 . 9 8 0 . 34 7 . 3 2 - 6 . 6 3 
Hamilton 
Ga s t i gh t  6 . 93 0 . 40 7 . 33 - 6 . 5 4 
3 2  
3 3  
C. R e s u l t s  a n d  D i sc u s s i o n  
1 .  I n c u b a t i o n a t m o s p h e r e  
A g r ic u i t u r a l  s o i l  f r o m  t h e  S D S U  A g r o n o m y  f arm w a s 
m i x e d  a n d  a m e n d e d  w i t h  0 . 1 % g l uco s e . T h e  s o i l  w a s  p l ac e d i n  
s y r i n g e s  a n d  t h e  a p p r o pr i a t e  a t m o s p h er ic m a n i p u l a t i o n s  
p er f o r m e d . S a m p l e s  i nc u b a t e d  a n a e r o b ic a l l y  w e r e  e v ac u a t e d  
a n d  f i l l e d w i t h  Arg o n  f i v e  t i m e s . T h e  a er o b ic ( s a m p l e s  w i t h  
o x y g e n  pr e s e n t ) w er e  i nc u b a t e d  i n  a n  a m b i e n t  a t m o s p h er e. 
F i v e  p e rc e n t  ac e t y l e n e  w a s  a d d e d  t o  e ach s y r i � g e . 
D e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  ac e t y l e n e  re d uc t i o n  r a t e s  w er e  m a d e  
a f t e r  2 0  h o u r  i nc u b a t i o n  a t  2 2 ° C . - T h e  d a t a , pre s e n t e d  i n  
F i g. 1 ,  i n d ic a t e  t h e  h i g h e s t  ra t e s  o f  e t h y l e n e  p r o d uc t i o n  
occ u r  i n  t h e  a er o b ica l l y  i nc u b a t e d  s y r i n g e s . T - t e s t  
a n a l y s i s  s h o w s  a e r o b ic a l l y  i nc u b a t e d  s a m p l e s pro d uc e  
s i g n i f ica n t l y h i g h e r _ r a t e s  ( p < O.OO l )  t h a n  a n a e r o b ica l l y  
i nc u b a t e d  s a m p l e s. T h e r e  a p p e ar s  t o  b e  a h i g h er p o p u l a t i o n  
o f  a e r o b ic n i tro g e n  f i x e r s  b u t  t h ere i s  a d e t ec t a b l e  
p o p u l a t i o n  o f  a n a er o b ic f i x e r s  a s  i n d ica t e d b y  t h e  ac t i v i t y  
m e a s u r e d  u n d er a n a ero b ic i nc u b a t i o n. 
2. C o n c e n t r a t i o n  o f  i n c u b a t i o n  a t m o s p h e r e  
T h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  w e r e  co n d uc t e d  w h e r e  
d i f f er e n t  co nc e n tra t i o n s  o f  ace t y l e n e  w er e  a d d e d  t o  t h e ir 
re s p ec t i v � i n t ac t  c or e s w i t h i n  t h e  a s s a y  ch a m b er s. S o i l  f or 
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Figure 1 .  Effect o f  incuba t ion atmosphere on e thylene 
produc t ion from soil collected from the SDSU 
Agronomy Farm. Soils were amended wi th 0 . 1 %  
glucose and 5 %  ace tylene (C2H4) was adde d t o  the 
resulting atmosphere . Values reported a re means 
of five determinat ions and s tandard error is 
indicated by ver t ical line s .  Re sults from a 
t-te s t  analys is are t • 8 . 794 and p is less than 
0 . 00 1 ** · 
3 5 
t h e  t h r e e s t u d i e s w a s c o l l e c t e d  f r o m t h e  A g r o n o m y  f a r m , 
m i x e d  a n d  a m e n d e d  w i t h  0 . 1 %  g l u c o s e . C o n c e n t r a t i o n s  o f  
a c e t y l e n e , b a s e d  o n  t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e  s y r i n g e , r a n g e d  
f r o m 0 %  t o  2 0 % . A l l  c o r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 4 h o u r s  a t  
2 2 ° C . T h e  r e s u l t s  a r e  s u mm a r i z e d  i n  F i g . 2 a , e a c h  v a l u e  
r e p r e s e n t s  a m e a n  a n d  s t a n d a r d  e r r o r f o r  t h e  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e  f o r  e a c h  i n t a c t  c o r e  • . I n  F i g . 2 b  t h i s  d a t a 
i s  a n a l y z e d  w i t h  L o w e s s , a r o b u s t  n o n l i n e a r l o c a l l y  w e i g h t e d  
r e g r e s s i o n  s c a t t e r  p l o t  s m o o t h i n g a l g o r i t h m ( 1 0 ) . H i g h e s t  
r a t e s  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  5 %. 
a c e t y l e n e . S i n c e  5 %  a c e t y l e n e  g a v e  h i g h e r  r a t e s  o f  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  a s  s h o w n s t a t i s t i c a l l y , t h i s c o n c e n t r a t i o n o f  
a c e t y l e n e  w a s  u s e d  i n  s u b s e q u e n t  � s s a y s ,  b o t h l a b o r a t o r y  a n d  
f i e l d  s t u d i e s . 
3 .  T i m e o f  i n c u b a t i o n 
A s e r i e s  o f  s o i l  c o r e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a n a t i v e  
g r a s s  s i t e  n e a r  O a k wo o d  S t a t e  P a r k  a n d  i n c u b a t e d  u n d e r  a n  
a m b i e n t  a t m o s p h e r e  t o  w h i c h  5 %  a c e t y l e n e  wa s a d d e d . S a m p l e s  
w e r e  i n c u b a t e d  f o r  0 t o  3 2  h o u r s  a t  2 2 ° C .  E t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  f o u r  s y r i n g e s  a t  e a c h  
i n j e c t i o n  t i m e o f  0 ,  4 ,  8 ,  1 2 ,  1 6 , 2 0 , 2 4 ,  2 8 , a n d  3 2  h o u r s . 
T h e  r e s u l t a n t  t i m e  c o u r s e i s  p r e s e n t e d  i n  F i g . 3 .  L i n e a r  
r e g r e s s i o n i n d i c a t e s  a p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t i m e  a n d  
a c t i v i t y . A n i l y s i s  s h o w s  a s i g n i g i c a n t  d i f f e r e n c e  o f  r a t e  
o v e r  t i m e  ( p  < 0 . 0 0 1 * * ) . 
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CONCENTRATION OF ACETYLENE 
Figure 2 . Effec t of varying ace tylene concen t ra t ion (upper) 
on e t hylene p roduc t ions from soil collec t ed from 
the SDSU Agronomy Farm . Soils we re amended wi th 
0 . 1 %  glucose . Value s reported are means for the 
determinat ions for t hree separate experimen ts . 
Standard error is ind icated by the ve r t ical lines . 
The lower f igure represents the same data a f t e r  
smoo thing w i t h  LOWESS .  
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J .  Effect  o f  incubat ion t ime on ethylene p roduc t ion 
from soils collec ted from a nat ive grass land s ite 
near Oakwood State Park . Values reported are means 
of four de t e rminat ions and standard errors are 
in4 ica ted by the vert ical lines . Linear regress ion 
results include c2H4 • 1 7 . 5 5 5 1 TimP. - 2 2 . 7 92 , 
F
2 
• 30 . 5 1 1 .  p is less t han 0 . 00 1 * * •  r • 0 . 688 and 
r • 0 . 4 7 3 .  
3 7  
3 8  
4 .  M o i s t u r e  
S o i l  f r o m  t h e  A g r o n o m y  f a r m  w a s  c o l l e c t e d , m i x e d  a n d  
a m e n d e d  w i t h  0 . 1 %  g l u c o s e  d i s s o l v e d  i n  d i f f e r e n t  v o l u m e s o f  
w a t e r : 4 0  m l , 3 4  m l , 2 5  m l , o r  1 0  m l  w h i c h  r e s u l t e d  i n  
2 7 . 9 % ,  2 5 . 5 % ,  2 1 . 9 % ,  a n d  1 8 . 7 % m o i s t u r e  r e s p e c t i v e l y . T h e  
s o i l  m o i s t u r e  v a l u e  o f  a n  u n a m e n d e d  f i f t h  s e t  o f  e i g h t  c o r e s  
( t w o  c o r e s  p e r  s y r i n g e  g i v e s  a s e t  o f  f o u r ) wa s 1 7 . 6 % .  T h e  
e n t i r e  s e r i e s  o f  s y r i n g e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 1  h o u r s  a t  
2 2 ° C .  
D a t a  p r e s e n t e d  i n  F i g . 4 r e p r e s e n t  t h e  r e s u l t s  o f  
s o i l  m o i s t u r e  i n  t h e  i n t a c t  c o r e s  o n  t h e  r a t e  o f  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n . T h e  c a l c u l a t e d m e a n  p e r c e n t  m o i s t u r e  i s  
i n d i c a t e d  a t  t h e  t o p  o f  e a c h  b a r . - A p o s i t i v e c o r r e l a t i o n  
v a l u e ( r = 0 . 9 2 9 ) wa s c a l c u l a t e d , a s  s o i l  m o i s t u r e  
i n c r e a s e d , e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  i n c r e a s e d . A n a l y s i s  
u s i n g  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a l s o i n d i c a t e s  a s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  o v e r  m i l l i l i t e r s  w a t e r  a d d e d . I t  
w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  e x c e s s  s o i l  m o i s t u r e , a p p r o a c h i n g  
s a t u r a t i o n , w o u l d  r e t a r d  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  b e c a u s e  o f  t h e  
d i s p l a c e m e n �  o f  o x y g e n  f r o m t h e  m i c r o s i t e s  i n  t h e  s o i l . 
T h u s  e x c e s s  s o i l  m o i s t u r e  v a l u e s  w e r e  n o t  c o m p a r e d  i n  t h i s  
s t u d y , .  r a t h e r  t h e  v a l u e s  t e s t e d  w e r e  t o  r e p r e s e n t  a r a n g e  o f  
n o r m a l l y  e n c o u n t e r e d s o i l  m o i s t u r e s  i n  t h i s  a r e a . 
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Figure 4 .  E f f e c t  o f  s o i l  mo isture o n  the rate o f  ethylene 
produc t ion from so ils collected from the SDSU 
Agronomy Fa rm .  Glucose ( 0 . 1 % )  was amended to each 
sample and values repor t e d  are a mean o f  four 
de te rmina t ions . S tandard e rrors are indicated by 
the ve r t ical line s . Analys is wi th l inear 
regre s s ion gave c2Ht • - 1 0 1 36 . 907 mls + 6 1 56 . 7 0 5 , F2 • 1 1 3 . 4 1 8 ,  p is e s s  than 0 . 00 1 ** • r • 0 . 92 9 and 
r • 0 . 86 3 .  
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5 .  C a r b o hy d r a t e  a m e n d m e n t  
T h e  e f f e c t  o f  s o i l  g l u c o s e  l e v e l s  o n  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e s  w a s m e a s u r e d  o n  a s e r i e s  o f  s o i l  c o r e s  
4 0  
c o l l e c t e d  f r o m t h e  A g r o n o m y  f a r m . H a l f  t h e  s o i l  w a s a m e n d e d  
w i t h  0 . 1 %  g l u c o s e  d i s s o l v e d i n  w a t e r  w h i l e  t h e  o t h e r  h a l f  o f  
t h e  s o i l  r e c e i v e d  o n l y  a c o n t r o l  o r  e q u a l  v o l u m e  o f  w a t e r . 
T h e  a t m o s p h e r e  o f  f o u r  s y r i n g e s  f r o m  e a c h  s e t  w e r e  e v a c u a t e d  
a n d  r e p l a c e d  w i t h  A r g o n  o r  t h e a m b i e n t  a t m o s p h e r e  w a s l e f t . 
A l l  s y r i n g e s  r e c e i v e d  5 %  a c e t y l e n e  b e f o r e  t h e y  w e r e  
i n c u b a t e d f o r  2 4  h o u r s  a t  2 2 ° C .  C o m p a r i s o n s  o f  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e s  a s  a f u n c t i o n  o f  g l u c o s e  a m e n d m e n t s  a n d  
a e r o b i c  o r  a n a e r o b i c  i n c u b a t i o n a r e  m a d e  i n  F i g u r e  5 . , 
H i g h e s t  a c t i v i t y  wa s o b s e r v e d  i n  t h e  g l u c o s e  a m e n d e d  s o i l s . 
S o i l  s a m p l e s  w i t h  g l u c o s e  a d d e d  b u t  i n c u b a t e d  a e r o b i c a l l y  
h a d  h i g h e r  r a t e s  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  t h a n  d i d  t h o s e  
i n c u b a t e d  a n a e r o b i c a l l y . T h i s  s u b s t a n t i a t e s  t h e  e a r l i e r  
o b s e r v a t i o n o n  t h e  e f f e c t  o f  a n a e r o b i c  i n c u b a t i o n s  o f  s o i l  
c o r e s  f o r  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  d e t e r m i n a t i o n s  b u t  m o r e  
i m p o r t a n t l y  · i n d i c a t e s  t h a t e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  i n  s o i l  m a y 
b e  l i m i t e d  b y  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s . T h i s  m a y a c c o u n t  f o r  
t h e  e x t r e m e  v a r i a b i l i t y  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n o f t e n  
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Figure 5 .  E f f e c t  of  carbohydrate amendment (GL • glucose ) 
and anae robic incubat ion (AR • argon a tmos phere 
ATM • amb ient a tmosphere ) on ethylene product ion 
from s o i l  collected from the SDSU Agronomy Farm . 
Me an value s from four de t e rminat ions are l i s t e d  at 
the t op of each bar and s t andard errors are 
indica t e d  by the ve r t ical lines . 
4 1  
4 2  
6 .  T e m p e r a t u r e  o f  i n c u b a t i o n  
T h e e f f e c t  o f  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  o n  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  o n  t w o  d i f f e r e n t  s o i l  
s y s t e m s . I n  t h e  f i r s t  s t u d y  ( F i g . 6 ) , s o i l  s a m p l e s  w a r e 
t a k e n  f r o m  t h e  S D S U  A g r o n o m y  f a r m  a n d  a m e n d e d  w i t h  0 . 1 % 
g l u c o s e . S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n  a m b i e n t  a t m o s p h e r e  
a n d  5 % a c e t y l e � e  a t  t e m p e r a t u r e s  r a n g i n g  f r o m 0 ° C t o  6 0 ° C .  
I n  t h e  s e c o n d  s t u d y ( F i g . 7 )  s o i l  c o r e s  w e r e c o l l e c t e d  f r o m  
a n a t i v e g r a s s  s i t e a n d  w e r e  n o t  m i x e d  o r  a m e n d e d  w i t h  
g l u c o s e . S a m p l e s w e r e  i n c u b a t e d  a e r o b i c a l l y  w i t h  5 % 
a c e t y l e n e  f o r  2 4 h o u r s . I n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s  r a n g e d  f r o m  
0 ° C t o  5 5 ° C . T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t e m p e r a t u r e  a n d  r a t e s  
i s  t y p i c a l , a s  i n d i c a t e d  b y  c o r r e l a t i o n v a l u e s  f o r  b o t h  
s t u d i e s  ( r = 0 . 3 9 5 a n d  r = 0 . 7 3 8 ) , a s  t e m p e r a t u r e  o f  i n c u b a t i o n  
i n c r e a s e s  s o  d o e s  a c t i v i t y . A c t i v i t y  v a r i e s  s i g n i f i c a n t l y  
w i t h  t i m e  a s  s h o w n  b y  l i n e a r r e g r e s s i o n  a n a l y s i s . W h a t  i s  
n o t  t y p i c a l  o f  t h e  r e s p o n s e  i s  t h e  h i g h a c t i v i t y  o b s e r v e d  a t  
t h e  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s , t h o s e  b e y o n d  t h e  m e s o p h i l i c 
r a n g e . T h i s p h e n o m e n o n  i s  e x p l o r e d f u r t h e r  i n  t h e  f o l l o w i n g  
s e c t i o n . 
7 .  Ac t i v i t y a t  h i g h  t e m p e r a t u r e  
F r o m t h e  p r e v � o u s  s t u d y , i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  s o i l  
e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  w e r e  h i g h e s t  w h e n  t h e  i n c u b a t i o n  
t e m p e r a t u r e  e x c e e d e d  5 0 ° C .  B e c a u s e  o f  t h e  c l i m a t e  o f  S o u t h  
D a k o t a , n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  s o i l  t e m p e r a t u r e s  o f  t h i s l e v e l  
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Figure 6 .  E f f e c t  o f  incuba t ion t empe rature on e thylene 
produ c t ion from soils c o llec ted from SDSU Agronomy 
Farm. Samples were amended wi th 0 . 1 %  glucose . 
Mean values fo r four de t e rmina t ions are presented 
and s t andard e rrors are ind i c a ted by the ver t ica l 
lines . Analys is with l inear regress ion gave 
C2H4 • 8 . 8 6 7  Tem� + 2 . 2 9 3 ,  F • 8 . 488 , p • 0 . 006** , r • 0 . 395 and r • 0 . 1 5 6 .  
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Figure 7 .  Effect o f  incuba t ion t emperature on e thylene 
produc t ion from soils co llec ted from a native 
grassland site near Oakwood State Park.  Mean 
values for four de terminat ions are presented 
and s tandard errors are indicated by the vertical 
line s .  Ana lys is wi th linear regression gave 
c2H4 • 8 7 . 946 Temp + - 1 0
2 . 9 7 8 , 2 • 35 . 848 ,  p is 
less than 0 . 00 1 , r • 0 . 7 3 8  and r • 0 . 5 4 4 .  
4 4  
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wo u l d  b e  h i g h l y  u n u s u a l  a n d  o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  g r o w t h  a t  
t h e s e  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s  m a y n o t  b e  f o u n d  i n  S o u t h  D a k o t a  
s o i l s . 
T o  d e t e r m i n e  i f  e t h y l e n e  i s  e m i t t e d f r o m t h e  s y r i n g e  
a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s , s e t s  o f  f o u r  s y r i n g e s , e a c h  c o n t a i n i n g  
e i t h e r  1 0 % a c e t y l e n e , 1 0 % e t h y l e n e , o r  1 0 % o f  b o t h , w e r e  
p r e p a r e d . F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  2 4  h o u r  a t  5 5 ° C ,  t h e r e  
w a s n o  a c c u m u l a t i o n  o f  e t h y l e n e  i n  a n y  o f  t h e  r e a c t i o n 
a t m o s p h e r e s . T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  m e a s u r a b l e  a m o u n t s  
o f  e t h y l e n e  w e r e  n o t  e m i t t e d  f r o m t h e  s y r i n g e  a t  e l e v a t e d  
t e m p e r a t u r e s . T h e r e f o r e  i t  m a y b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
e t h y l e n e  m e a s u r e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s t u d y  a t  e l e v a t e d  
t e m p e r a t u r e s  wa s n o t  d u e  t o  e m i s s i o n  f r o m t h e  s y r i n g e 
i t s e l f . 
T o  e s t a b l i s h  i f  t h e  e t h y l e n e  p r o d u c e d  a t  e l e v a t e d  
t e m p e a t u r e s  w a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s o i l , s o i l  s a m p l e s  w e r e  
c o l l e c t e d  f r o m a n a t i v e  g r a s s l a n d  s i t e . O n e  s e t  o f  1 0  c o r e s  
( e q u i v a l e n t  t o  5 s y r i n g e s ) w a s a u t o c l a v e d  a t  1 2 1 ° C . f o r  1 
h o u r  i n  g l a s s  b e a k e r s  t h e n  a s e p-t i c a l l y  t r a n s f e r r e d  t o  
s t e r i l e  s y r i n g e s . T h e  s e c o n d  s e t  wa s c o l l e c t e d  d i r e c t l y  
i n t o  f i v e  s t e r i l e  s y r i n g e s . B o t h  · s e t s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
5 %  a c e t y l e n e  i n  a m b i e n t  a t m o s p h e r e  a t  5 5 ° C f o r  2 4  h o u r s . 
Da t a  i n  F i g . 8 i n d i c a t e  t h a t  h i g h a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  i n  
t h e  n o n a u t o c l a v e d  s o i l  c o r e s w h e r e a s  m i n i m a l a c t i v i t y  w a s 
o b s e r v e d  i n  t h e  a u t o c l a v e d  s a m p l e s . T h i s m i n i m a l  a c t i v i t y  
i n d i c a t e s  a l a c k  o f  s t e r i l i t y  r e a c h e d  b y  a 1 h o u r  
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Figure 8 .  Ef fe c t  of aut oc laving ( s terility) on e t hylene 
product ion from soil collected from a na t ive 
grass land site near Oakwood State Park. Means 
for f ive d e t e rminat ions are pre sented and s tandard 
errors are indica t e d  by the ver t ical l ine s . 
Re sults from a t - t e s t  analys is are t • 1 . 35 2  and 
p - 0 . 2 1 3 .  
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a u t o c l a v i n g  p r o c e s s . S i n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e t h y l e n e  i s  
d e p r e s s e d  i n  t h e  a u t o c l a v e d  s o i l s  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  a 
b i o l o g i c a l  c o m p o n e n t  i n  t h e  s o i l  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n . 
B .  F r e e z i n g  
S o u t h  D a k o t a  s o i l s  a r e  f r o z e n  a b o u t  f i v e  m o n t h s  o u t  
o f  a n y  g i v e n  y e a r . T h e  s o i l  f l o r a  m u s t  b e  a b l e  t o  s u r v i v e  
f r e e z i n g  o r  t h e y  w o u l d  s o o n b e  e x t i n c t  f r o m t h e  s y s t e m . 
S u r v i v a l  d o e s  n o t  s u g g e s t  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  p o s s i b i l i t i e s  
f o r  c h a n g e s  i n  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y o f  t h e  o r g a n i s m s  
p r e s e n t . T w o  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  h o w  
f r e e z i n g  o f  s o i l  a f f e c t s  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s . I n  t h e  
f i r s t  s t u d y  s o i l  f r o m t h e  A g r o n o m y  f a r m w a s  m i x e d  a n d  
a m e n d e d  w i t h  0 . 1 % g l u c o s e . O n e  s e t  o f  4 s y r i n g e s  w a s 
p r e p a r e d  w i t h  5 %  a c e t y l e n e  i n  a n  a mb i e n t  a t m o s p h e r e  t h e n  
i n c u b a t e d f o r  2 0  h o u r s  a t  2 2°C . T h e  s e c o n d  s e t  o f  s y r i n g e s  
wa s f r o z e n  f o r  1 w e e k  t h e n  t h a w e d  a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  s a m e  
ma n n e r  a s  t h e  f i r s t  s e t . T h e  d a t a  a r e  s h o w n i n  F i g . 9 .  
t - t e s t  i n d i c a t e s  t h e r e  i s  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  









Figure 9 .  Effect o f  fre e z ing o n  the e t hylene product ion 
rates of soil collec ted f rom the SDSU Agronomy 
Farm .  Value s represent means f o r  four de te rmina t ions 
and s t andard e rrors are indicated by t he ve r t ical 
l ine s .  Re sul t s  f rom a t-test analysis are t • 0 . 1 42 
and p • 0 . 888 . 
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T h e  s e c o n d  s t u d y i n v o l v e d  a l o n g e r  f r o z e n  p e r i o d . 
S a m p l e s  f o r  t h i s  s t u d y  w e r e  c o l l e c t e d f r o m t w o n a t i v e  g r a s s  
s i t e s  ( O W a n d B L g ) . S i x t e e n  c o r e s  f r o m e a c h  s i t e  w e r e  
f r o z e n  1 m o n t h , w h i l e  a n o t h e r  s i x t e e n  c o r e s  w e r e  i n c u b a t e d  
2 4  h o u r s a t  2 2 ° C w i t h  a m b i e n t  a t m  a n d  5 %  a c e t y l e n e . T h e  
f r o z e n  s e t  w a s  t h a w e d  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  i n  t h e  a b o v e  
m a n n e r . F r o m F i g . 1 0 , t h e  O W  f r o z e n s a m p l e s  g a v e  s l i g h t l y  
h i g h e r  r a t e s  t h a n  t h e  n o n f r o z e n ( s t a n d a r d ) s a m p l e s . I n  
c o n t r a s t , B L g  s t a n d a r d  s a m p l e s  s h o w e d  h i g h e r  a c t i v i t y  t h a n  
d i d  t h e  f r o z e n  s e t . N o n e  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  f r o m  e a c h  o t h e r . A l t h o u g h  i t  
a p p e a r s  f r e e z i n g h a s  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  t h r e e  s o i l  
t y p e s  t e s t e d , p e r i o d s  o f  f r e e z i n g- g r e a t e r  t h a n  1 m o n t h  w e r e  
n o t  t e s t e d . 
9 .  P r e i n c u b a t i o n  
S o m e  r e s e a r c h e r s  h a v e  r e p o r t e d  p r e i n c u b a t i o n  o f  
t h e i r  s o i l s  b e E o r e · a d d i t i o n  o f  a c e t y l e n e  t o  d e t e r m i n e  r a t e s  
o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  ( 1 1 , 4 9 ) .  T h e  p u r p o s e  o f  
p r e i n c u b a t i o n  i s  t o  a l l o w  b u i l d  u p  o f  a m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n  
t o  o b t a i n  a h i g h e r , m o r e  e a s i l y  d e t e c t e d  r a t e . T o  d e t e r m i n e  
t h e  e f f e c t  o f  p r e i n c u b a t i o n  u s i n g  t h e  i n t a c t  c o r e  a s s a y , 
f o r t y  s o i l  c o r e s  c o l l e c t e d f r o m t h e  A g r o n o m y  f a r m  w e r e  
a m e n d e d  w i t h  0 . 1 % g l u c o s e . H a l f  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  
a s s a y e d  b y  a d d i n g  5 % a c � t y l e n e  u n d e r  a n  a m b i e n t  a t m o s p h e r e  
f o r  a 2 0  h o u r  i n c u b a t i o n  a t  2 2 ° C .  T h e  r e m a i n d e r  o f  
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Figure 1 0 .  Ef fect of  free z ing o n  t he rate of  e thylene produc t ion 
from soils collected from two native grass land s ites 
(OW and BLg ) near the Oakwood Lakes State Park. 
Means of  e ight determina tions are presented as we ll 
as standard e rrors as indica ted by the ve rt ical 
lines . ANOVA results we re F • 1 . 50 1 , p • 0 . 236 and 
there was no s ignif icant difference at eithe r site . 
s o  
5 1 
t h e  s a m p l e s  w e r e  " p r e i n c u b a t e d "  1 5 h o u r s  a t  2 2 ° C w i t h  
a m b i e n t  a t m o s p h e r e  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  5 %  a c e t y l e n e . 
P r e i n c u b a t i o n  f o r  1 5  h o u r s  p r i o r  t o  a n a l y s i s  p r o d u c e d  l o w e r 
e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  a s  s h o w n  b y  t - t e s t  a n a l y s i s  ( p  = 
0 . 0 3 3 ) a n d - i s  n o t  a v i a b l e  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  d e s i g n  f o r  
t h e  i n t a c t  c o r e  a s s a y  f o r  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  ( F i g . 1 1 ) .  
TREATM E NT 
Figure 1 1 .  Ef fect of preincuba t ion for 1 5  hours on · the rate 
of  e thylene product ion f rom glucose amended soils 
collec ted from the SDSU Agronomy Farm .  Da ta 
represents means for f ive de terminat ions and 
s tandard errors are ind icate d by the ve r t ical line s . · 
Results  from a t-test analys is are t • 2 . 23 1  and 
p - 0 . 033 . 
5 2  
5 3 
D .  C o n c l u s i o n s  
W h e n  u s i n g t h e  i n t a c t  s o i l  c o r e  t e ch n i q u e  f o r  
m e a s u r e i n g  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  a c o n c e n t r a t i o n · o f  5 % 
a c e t y l e n e - s h o u l d  b e  u s e d a n d  t h e  l e n g t h  o f  i n c u b a t i o n s h o u l d  
b e  2 4 h o u r s . S a m p l e s  m a y b e  f r o z e n  f o r  f u t u r e  s t u d i e s  b u t  
t h e y  s h o u l d  n o t  b e  p r e i n c u b a t e d . C h e m i c a l  c o n v e r s i o n  o f  
a c e t y l e n e  t o  e t h y l e n e  i s  c o n s i d e r e d  m i n i m a l  a n d  a n y  
r e d u c t i o n  m e a s u r e d  a p p e a r s  t o  b e  b i o l o g i c a l . O b s e r v e d  r a t e s  
a d e q u a t e l y  r e f l e c t  e f f e c t s  o f  c a r b o h y d r a t e  a n d  o x y g e n  
a v a i l a b i l i t y  a s  w e l l  a s  m o i s t u r e  s t a t u s  o f  t h e  s o i l . 
T h e  i n t a c t  s o i l  c o r e  t e c h n i q u e  r e p r e s e n t s  a 
s a t i s f a c t o r y  m e t h o d  t o  m e a s u r e  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n r a t e s  i n  
s o i l s . R e s u l t s  f r o m t h e s e  s t u d i e s  f o r m t h e  b a s i s  f o r  
e s t a b l i s h i n g  a n  i n t a c t  s o i l  c o r e  a s s a y  f o r  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n · f r o m  f i e l d  s o i l s . 
5 4  
·V F I E L D  S U R V E Y  
A .  I n t r o d u c t i o n  
R e s e a r c h  o n  n i t r o g e n  f i x a t i o n  u s i n g  a n  a c e t y l e n e  
r e d u c t i o n  ( e t h y l e n e  p r o d u c t i o n ) a s s a y  h a s  f o c u s e d  o n  
m i c r o b i a l  l a b o r a t o r y  c u l t u r e s  a n d  d i s t u r b e d  s o i l  s y s t e m s . 
A p p l i c a t i o n  o f  t h i s  a s s a y  t o  a f i e l d  s y s t e m h a s b e e n  
l i m i t e d , y e t  f i e l d  d e t e r m i n a t i o n s  o f  m i c r o b i a l  p r o c e s s e s  i n  
t h e i r  n a t u r a l  e n v i r o n m e n t  a r e  i m p o r t a n t . D e t e r m i n a t i o n  o f  
f i e l d  a c t i v � t y  r a t e s  c a n  l e a d  t o  p r a c t i c a l  a n d  e f f i c i e n t  
m e a n s  o f  m a n a g i n g  t h e  s o i l  n i t r o g e n  a v a i l a b i l i t y  t o  t h e  
p l a n t . T h e  k n o w l e d g e  o f  b i o l o g i c � l  n i t r o g e n  f i x a t i o n  
i n c o r p o r a t e d  w i t h  c u r r e n t  f a r m i n g  p r a c t i c e s  w i l l  l o w e r  
o p e r a t i n g  c o s t s  a n d  e n v i r o n m e n t a l d a m a g e s  s u c h a s  p o l l u t i o n  
w h i l e  a t  t h e  s a m e  t i m e  p r o d u c i n g h i g h e r  y i e l d s  o f  
f o o d s t u f f s . 
M e a s u r e m e n t  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  u s i n g  i n t a c t  s o i l  
c o r e s  w a s a p p l i e d  t o  s u r v e y t h e  n i t r o g e n  f i x i n g a c t i v i t y  i n  
f i e l d  s y s t e m s  i n  e a s t e r n  S o u t h  D a k o t a . T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  
f i e l d  s u r v e y  w a s t o  e s t a b l i s h  r a t e  t r e n d s  o f  e t h y l e n e  
p r o d � c t i o n  w i t h i n  a f i e l d  a n d  t o  i n d i c a t e  c h a n g e s  w h i c h  
o c c u r  d u e  t o  a v a r i e t y  o£ f a c t o r s ; b o t h n a t u r a l a n d  
ma n - i n d u c e d . 
5 5  
B .  M a t e r i a l s  a n d  Me t h o d s  
1. S t u d y  S i t e s  
E i g h t  l o c a t i o n s  i n  e a s t e r n  S o u t h  D a k o t a w e r e  
s el e c t e d  f o r  t h e  f i e l d  s u r v e y  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s . 
A t o t a l  o f  1 0  s i t e s  a t  t h e  8 l o c a t i o n s  p r o v i d e d 4 v e g e t a t i o n  
t y p e s  - n a t i v e  g r a s s e s , c o r n , s m a l l  g r a i n  a n d  a l f a l f a . W i t h  
t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  n a t i v e g r a s s  s i t e s , e a c h  s i t e  a n d  
v e g e t a t i o n  t y p e r e p r e s e n t e d t y p i c a l  a g r i c u l t u r a l m a n a g e m e n t  
p r a c t i c e s  f o r  t h e  a r e a . A l l  s o i l s  w e r e  w e l l  d r a i n e d  s i l t  
l o a m s  t h a t  h a d  r e c e i v e d  c o n t i n u o u s  ma n a g e m e n t .  
T h e  8 l o c a t i o n s  a r e  d e s i g n a t e d w i t h  a c o d e  w h i c h  
c o r r e s p o n d s t o  a p o i n t  o n  F i g . 1 2 . 
a r e  a s  f o l l o w s : 
T h e  1 2  s a m p l i n g s i t e s  
O W  u n d i s t u r b e d  n a t i v e  g r a s s  s i t e  l o c a t e d  i n  
O a k w o o d  S t a t e  P a r k  
B L g  n a t i v e g r a s s  p a s t u r e l a n d  i n  w h i c h  g r a z i n g 
i s  n o t  c o n t i n u o u s  
B L ( c )  a c o r n  f i e l d  w i t h  s a m p l e s  t a k e n  o n  a 
h i l l t o p  
M S  a c o r n  f i e l d  w h i c h r e c e i v e d  0 l b s  N 
f e r t i l i z e r a n d  w a s c h i s e l  p l o w e d . T h i s  s i t e  
w a s t h e  o n l y n o n - p r i v a t e  l o c a t i o n a s  i t  w a s 
o p e r a t e d b y  S D S U  r e s e a r c h  p e r s o n n e l . 
J W  a s l o p i n g  c o r n  f i e l d  t h a t w a s p l a n t e d  l a t e  
i n  t h e  1 9 85 g r o w i n g  s e a s o n  
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F igure 1 2 . D i a gram i l l u s t ra t i ng the l oc a t i ons ot t h e  f i e l d  
s i t e s  u s e d  i n  the e t hy l e ne produc t i on s tudy . 
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R S  
v c  
P H  
L K ( w )  
L K a  
a r o l l i n g  c o r n  f i e l d  
l e v e l  r y e  f i e l d  
g e n t l y  r o l l i n g  b e a r d l e s s  b a r l e y  
l e v e l  s p r i n g  wh e a t  f i e l d  
a l f a l f a t h a t  wa s c u t  a n d  b a l e d s e v e r a l  
t i m e s  t h r o u g h o u t  t h e  s u m m e r 
2 . S a m p l e  C o l l e c t i o n  
5 7 
T o  d e t e r m i n e  t h e  a p p r o p r i a t e  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  
w h i c h  r e f l e c t  t h o s e  i n  t h e  f i e l d , c o n s i d e r a t i o n  m u s t  b e  
g i v e n  t o  t h e  o r g a n i s m s  a n d t h e  n i t r o g e n a s e  e n z y m e  
r e s p o n s i b l e  a s  w e l l  a s  t h e  e n v i r o n m e n t  f r o m w h i c h  t h e  s a m p l e  
c a m e . A n a e r o b i c  i n c u b a t i o n c o u l d  b e  a r g u e d  t o  e l i m i n a t e  
a e r o b i c  f i x e r s . A s s u m i n g  t h a t  e v a c u a t i o n  a n d  r e p l a c e m e n t  o f  
a m b i e n t  a t m o s p h e r e  w i t h  A r g o n  d o e s  n o t  d e s t r o y  t h e  o x y g e n 
c o n t a i n i n g  m i c r o s i t e s  o f  t h e  s o i l  c o r e  s u g g e s t s  t h a t  
a n a e r o b i c  i n c u b a t � o n  w o u l d  b e  mo r e  � p p r o p r i a t e  f o r  f i e l d  
s t u d i e s . I n  c o n t r a s t  a e r o b i c ( a m b i e n t ) i n c u b a t i o n m a y 
p r o d u c e  a r t i f i c i a l l y  h i g h e r  r a t e s  b y  e l i m i n a t i n g t h e  n a t u r a l  
c o m p e t i t � o n  w h i c h  e x i s t s  b e t w e e n  s o i l  f l o r a . A t  5 e m  d e p t h  
( t h e  d e p t h  o f  t h e  s o i l  c o r e s ) o x y g e n  w i l l  n o t  b e  i n  t h e  
a b u n d a n c e  p r o v i d e d  b y  t h e  a e r o b i c  a s s a y  i n  t h e  7 0  m l  
s y r i n g e s . A n a e r o b i c i n c� b a t i o n  w a s  c h o s e n  a s  t h e  b e t t e r  
e s t i m a t e  o f  t h e  f i e l d  c o n d i t i o n s  i n  t h e  i n t a c t s o i l  c o r e  
s y s t e m .  
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S o i l  s a m p l e s  w e r e  r a n d o m l y t a k e n  a t  e a c h  s i t e  w i t h  a 
h a n d  o p e r a t e d  p l u n g e r  t y p e m e t a l  c o r e r . T w o  o f  t h e  
r e s u l t a n t  c o r e s  ( e a c h  2 . 5  e rn  i n  d i a m e t e r  b y  5 e rn  i n  l e n g t h ) 
w e r e  p l a c e d  i n  a 7 0  rn l  ( t o t a l c a p a c i t y ) d i s p o s a b l e  s y r i n g e . 
T h e  s y r i n g e , m i n u s  t h e  p l u n g e r , w a s f i t t e d  a t  t h e  t i p  w i t h  a 
1 3 rnrn s e r u m  s t o p p e r  f o r  a d d i t i o n  a n d  r e m o v a l  o f  g a s  s a m p l e s . 
A r u b b e r  s t o p p e r  ( # 6 )  w a s f i t t e d  i n t o  t h e  o p e n p l u n g e r  e n d . 
F o r  t h e  r o w c r o p  s i t e s , o n e  c o r e  w a s  t a k e n  w i t h i n  a r o w  a n d  
o n e  w a s t a k e n  b e t w e e n  r o w s . S a m p l e s  w e r e  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  
l a b o r a t o r y  f o r  i m m e d i a t e  a n a l y s i s . 
3. An a l y s i s  
H e a d s p a c e  s a m p l e s  f r o m  t h e  s y r i n g e s  w e r e  i n j e c t e d  
i n t o a V a r i a n  m o d e l  3 7 0 0  G a s  C h r o m a t o g r a p h e q u i p p e d  w i t h  a 
h y d r o g e n  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  a n d  a s t a i n l e s s  s t e e l  
c o l u m n , p a c k e d  w i t h  P o r a p a k  R a n d  r u n  a t  5 0 ° C .  T h e  c a r r i e r  
g a s  o f  n i t r o g e n  w a s s e t  a t  a f l o w r a t e  o f  3 0  rn l  m i n ­
E t h y l e n e  a n d  a c e t y l e n e  p e a k s  w e r e  r e c o r d e d  o n  a S a r g e n t  
W e l c h  m o d e l  S R G r e c o r d e r . E q u a l  d i l u t i o n s  o f  e t h y l e n e  a n d  
a c e t y l e n e  i n  a i r  s e r v e d  a s  t h e  � t a n d a r d , t h i s  s t a n d a r d  w a s  
u s e d  t o  e s t a b l i s h  a s t a n d a r d  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e . 
S o i l  c o r e s  w e r e  d r i e d  i n  a F r i g i d a i r e  H o u s e h o l d  
m i c r o w a v e  o v e n  a t  t h e # 6  o r  b a k e  s e t t i n g  i n  t h e  p l a s t i c  
s y r i n g e s  b u t  w i t h  t h e  s t o p p e r s  r e m o v e d . T o  a v o i d  m e l t i n g  o f  
t h e . p l a s t i c , s y r i n g e s  w e r e  t u r n e d  e v e r y  3 t o  4 m i n u t e s . 
D r y n e s s  wa s d e f i ri e d  w h e n  a c o n s t a n t  w e i g h t  w a s  a c h i e v e d  w h e n  
5 9  
t h e  s a m p l e s w e r e w e i g h e d  a f t e r  c o o l i n g . 
C a l c u l a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  s t a t e d  i n  C h a p t e r  I V  
s e c t i o n B a n d  p a r t  4 .  L i n e a r r e g r e s s i o n  w a s  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  e q u a t i o n  a n d  t h e  p a r t s  p e r  
m i l l i o n  o f  e t h y l e n e  c o n t a i n e d  i n  t h e  s a m p l e  i n j e c t i o n . 
F u r t h e r  c a l c u l a t i o n s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1 o f  t h a t  s e c t i o n . 
6 0  
C .  R e s u l t s  
1 .  F i e l d  s a m p l i n g s c h e m e  
W i t h i n  a s i n g l e  f i e l d  o r  s i t e  t h e r e  e x i s t s  a g r e a t  
d i v e r s i t y  i n  s o i l  a n d  s o i l  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s . T h e  
l o c a t i o n  a n d  n u m b e r  o f  s a m p l e s t a k e n  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  a s  a 
v a r i a b l e  i n  �n y f i e l d  a s s a y  o f  m i c r o b i a l  a c t i v i t y . T h i s  
s t u d y  w a s d e s i g n e d  t o  c o m p a r e  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  
a c r o s s  s e l e c t e d  s i t e s  f i e l d . S a m p l i n g l o c a t i o n s  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  v a r i � t i o n s  i n  f i e l d  t o p o g r a p h y . C o m p a r i s o n s  
a r e  m a d e  b e t w e e n  s i t e s  w i t h i n  t h r e e  f i e l d s  i n  F i g u r e  1 3 , 1 4 , 
a n d  1 5 . S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  u s i n g  A n o v a  s h o w s  n o  
s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  s a m p l i n g s  w i t h i n  a n y  o f  t h e s e  f i e l d s , 
t h a t  i s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n . B e c a u s e  o f  t h e  v a r i a t i o n i n  
s t a n d a r d  e r r o r s  b e t w e e n  s a m p l i n g  l o c a t i o n s  w i t h i n  a g i v e n  
f i e l d  i t  w o u l d  n o t  b e  f e a s i b l e  t o  e x t r a p o l a t e  r a t e s  t o  a n · 
e n t i r e f i e l d . T h e r e f o r e  c o m p a r i s o n s , u s i n g  t h e  i n t a c t  c o r e  
t e c h n i q u e , a r e  l i m i t e d  t o  a g i v e n , f i n i t e  l o c a t i o n . 
2 .  F i e l d  s t u d i e s  
T h e  s t u d i e s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  h a v e  a d d r e s s e d  h o w  
i n d i v i d u a l  f a c t o r s  a f f e c·t e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  w h i l e  
u s i n g  t h e  i n t a c t  c o r e  s y s t e m . T h e  p u r p o s e  o f  t h e  s t u d y  
d e s c r i b e d  i n  t h i s  s e c t i o n  i s  t o  d e t e r m i n e  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n r a t e s  w i t h i n  s e v e r a l  f i e l d  l � c a t i o n s  o v e r  a 
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SAMPLE LOCATION 
Figure 1 3 .  Ra t e s  o f  e t hylene production at  three loactions in 
a corn f ie l d  in July . Values are means of four 
de terminat ions an s t andard e rrors are indicated by 
the ver t ical line s .  ANOVA results are F • 0 . 1 2 5 ,  
p • 0 . 88 5 .  There i s  no signif icant difference 
between locat ions . 
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LJ( G • U< a mlddt• 
SAMPLE LOCATIO N  
U< a bottom 
Rates of e thylene production at three locations in 
an al falfa fie ld in July . Values are means of  
four d e t e rminat ions and standard errors are indica ted 
by the vert ical line s . ANOVA result s  are F • 0 . 7 1 7 , 
p • 0 . 5 1 4 .  The re i s  n o  signif icant difference 
be tween loc a tions . 
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Figure 1 5 .  
PH middle 
SAMPLE LOCATION 
PH top • 
Rates of e t hylene p roduc t ion a� three locat ions in 
a barley f ie ld in July . Values are means o f  four 
determinat ions and s t andar d  errors are indicated 
by the vert ical l ine s . ANOVA results are F • 3 . 005 , 
p • 0 . 100 . There is no s i gnif icant dif fe renc e 
be tween locations . 
6 3  
6 4  
g r o w i n g  s e a s o n . T h e  g r e a t  d i v e r s i t y  o f  t h e  s o i l  s y s t e m  
m a k e s  e x t r a p o l a t i o n  t o  l a r g e u n i t s  s u c h  a s  t o  a f i e l d  s c a l e  
i n a c c u r r a t e . 
C o r e s  w e r e  t a k e n  w i t h i n  a p r e d e s i g n a t e d  a r e a  a t  e a c h  
o f  t h e  t e n  s i t e s  o v e r  1 3  d a t � s . R e s u l t s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g u r e s  1 8  - 2 7 .  I n  e a c h  f i g u r e  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  r a t e s  
a r e  s h o w n  i n  t h e  u p p e r  d r a w i n g  a n d  a v a i l a b l e  s o i l  m o i s t u r e  
d e t e r m i n e d  a t  t h e  t i m e  o f  s a m p l i n g  i n  t h e  l o w e r - o n e . 
S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  i n c l u d e d  l i n e a r  r e g r e s s i o n  o f  
e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  w i t h  m o i s t u r e  f o r  a l l  s i t e s  c o m b i n e d  a n d  
f o r  e a c h  i n d i v i d u a l  s i t e  ( T a b l e  3 ) . S i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  
w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p o o l e d s e t  a n d  o n  t h e  P H  s i t e  d a t a . I n  
t h e  r e m a i n i n g  s i t e s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  
b e t w e e n  a c t i v i t y  a n d  m o i s t u r e . T h e  c o e f f i c i e n t s  o f  
d e t e r m i n a t i o n i n d i c a t e  o t h e r  f a c t o r s  b e s i d e  m o i s t u r e  a r e  
a f f e c t i n g  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n r a t e s . I n  T a b l e  4 t h e  a c t i v i t y  
f o r e a c h  s i t e  i s  c o m p a r e d  t o  s a m p l i n g  d a t e  b y  l i n e a r  
r e g r e s s i o n . A l l  s i t e s e x c e p t  L k  a s h o w  a s i g n i f i c a n t  
v a r i a t i o n  b e t w e e n  a c t i v i t y a n d  s a m p l i n g t i m e . C o r r e l a t i o n  
i s  g r e a t e r  t h a n  0 . 6  f o r  t h e s e  s i t e s , i n d i c a t i n g s a m p l i n g  
t i m e  i s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  d e t e r m i n a t i o n  o f  e t h y l e n e  
p r o d u c t i o n  r a t e s . 
T o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  d a t a  t h e  s i t e s  w e r e  p o o l e d  
a c c o r d i n g t o  c r o p  t y p e , t h a t i s  g r a s s , c o r n  a n d  s m a l l  g r a i n . 
T h e  r e g r e s s i o n o f  s i t e s  w i t h i n  t h e  c r o p p i n g  t y p e  a r e  
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Figure 1 6 . Rates o f  e thy lene produ c t ion (upper)  and soil mo isture 
( lowe r )  for a na t ive grass land site (OW) during t he 1 9 8 5  
growing se ason . Value s re por ted are means for four 
de terminat ions and standard errors are indicated by the 
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Figure 1 7 .  Ra t e s  o f  e thylene. produc t ion (uppe r) and soil 
moi s ture ( lowe r )  for a nat ive grass land s i te (BLg) 
during t he 1 985 growing season . Values reported 
are means for four d e t e rminat ions and s tandard 
e rrors are ind i c a t e d  by the ve rtical  l ine s . 
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Figure 1 8 .  Ra t e s  of e t hylene produc t ion (upper)  and soil 
mo is ture ( lowe r )  for a corn field ( BL) during 
the 1 985 growing season . Values report ed are 
means for four dete rmina t ions and s t andard errors 
are ind icated by t he vertical l ines . 
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Figure 1 9 .  Ra t e s  o f  e thylene produc tion (upper) and soil 
mo is ture ( lowe r )  f o r  a c o rn  f i e ld (MS ) during the 
1 985 growing season . Values r e ported are means for 
four determinat ions and s tandard e rrors are 
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Figure 2 0 .  Rates of ethylene produc t ion (uppe r) and soil 
mo is ture ( lowe r )  for a corn f ie ld (JW) during the 
1 985 growing season . Va lue s reported are means 
for four d e t ermina t ions and s·tandard e rror is 
ind icated by t he vert ical line s .  
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Figure 2 1 . Ra t e s  of e thylene p roduc t ion (uppe r )  and soil 
moi s ture ( lowe r )  for a corn f ield (RS)  dur ing t he 
1 98 5  growing season .  Value s reported are means 
for four de t e rminat ions and standard e rrors are 
ind icated by t he vert ical line s .  
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Figure 22 . Rat e s  of e thylene p roduc t ion (upper) and soil 
moi s ture ( lowe r )  for a rye field (VC) dur ing the 
. 1 985 growing season .  Values reported a r e  means 
for four de te rmina t ions and s tandard e rrors are 
ind icated by the ver t ical line s . 





















































































Figure 2 3 .  Ra t e s  o f  e thylene product ion ( uppe r)  and soil 
mois ture ( lowe r )  for a beardless barley field ( PH) 
during the 1 98 5  growing season . Value s reported 
are me ans for f our de t e rmina t ions and s tandard 
e rrors a re ind i c a t e d by t he ve r t i c a l  l ines . 
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Figure 24 . Rates of e t hylene product ion (upper) and soil 
mo is ture (lower )  for a spring wheat f ie ld ( LK) 
during the 1 985 growing season . Values repor ted 
are means for f our de t e rminat ions and s tandard 
e rrors are indi cated by the ver t ical l ine s . 
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Figure 25 . Rates of e thylene produc t ion (uppe r)  and soil 
moisture ( lowe r )  for a n  alfalfa field ( LKa) 
during the 1 98 5  growing sea son . Value s reported 
are means for four d e t e rminat ions and s tandard 
errors are ind icated by the ve rt ical lines . 
7 5 
Tab le 3 .  S t a t i s t i c al ana ly s i s  us ing l inear r e gr e s s ion 
to comp a r e  t h e  var iance be twe en e t hy lene 
p r o duc t i on and s o il mo i s tur e . 
c 2�4 v s  2 df F p mo 1 s ture r r 
** 
a l l  0 . 1 68 0 . 02 3  4 9 7  1 4 . 3 7 3  ( 0 .  00 1 
ow 0 . 05 5  0 . 003  49 0 . 1 4 7  0 . 7 0 7  
B l g  0 . 1 44 0 . 02 1  4 9  1 . 0 22  0 . 3 1 7  
B l  0 . 1 4 3 0 . 0 2 0  4 8  0 . 9 7 6  0 . 3 2 8  
MS 0 . 246  0 . 060 48 3 . 02 1  0 . 0 8 9  
JW 0 . 0 6 4  0 . 00 4  49 0 . 1 9 9  0 . 6 5 8  
R S  0 . 06 1  0 . 00 4  4 9  0 . 1 7 8 0 . 6 7 5  
vc 0 . 0 5 4  0 . 0 0 3  4 9  0 . 1 40 0 . 7 1 0  
PH 0 . 305 0 . 0 9 3  4 9  4 . 9 2 3  0 . 0 3 1  
LK 0 . 1 85 0 . 0 34 4 9  1 . 6 99  0 . 1 9 9 
LKa 0 . 0 9 1  0 . 008 49 0 . 404 0 . 5 8 2  
7 6  
Tab le 4 .  S t a t i s t i c a l  ana ly s i s us ing l inear r e g r e s s ion 
t o  c ompa r e  t h e  va r iance b e twe en e t hy lene 
p ro duc t ion and samp l ing t ime . 
S ITE MEAN 
2 
df F p r r 
* * · 
ow 2 6 2 . 0 7 5  0 . 7 1 2  0 . 50 7  4 9  3 . 1 7 3 0 . 0 0 3  
* *  
Blg 2 1 2 . 0 8 7  0 . 7 4 0  0 . 5 4 8  4 9  3 . 7 4 1  ( 0 . 00 1  
* *  
B l  5 2 . 2 1 1  0 . 7 3 1  0 . 5 3 4  48  3 . 4 35 0 . 002 
* *  
MS 3 4 . 0 1 9  0 . 883 0 . 7 7 9  48 1 0 . 6 0 1 < 0 . 00 1  
* 
JW 80 . 7 6 9  0 . 6 3 0  9 . 3 9 7  4 9  2 . 0 3 2  0 . 0 4 9  
* *  
RS 5 8 . 0 6 6  0 . 900 0 . 8 1 0  4 9  1 3 . 1 32 (. 0 .  0 0 1 
* *  
vc 6 9 . 1 94 0 . 700  0 . 490 49  2 . 9 6 5  0 . 006  
* *  
PH 40 . 0 5 4  0 . 7 0 3  0 . 494 49 3 . 008 0 . 005 
* *  
LK 5 0 . 1 9 1  0 . 7 1 7  0 . 5 1 4  49 3 . 2 6 3  0 . 0 0 3  
LKa 7 0 . 7 6 0 0 . 484 0 . 23 4  4 9  0 . 9 4 2  0 . 5 1 8 
Tab l e  5 .  S t a t i s t i c a l  a n a ly s i s  u s in g ANOVA t o  c ompa re e t hy l ene 
p ro du c t ion r a t e s  b e twe en s i t e s  wi t h in a c r op p i n g type 
( c orn , g ra s s  and sma ll g r a in ) . 
F 
· 2  d f S ITE SAMPLING S *Sa S ITE CROP r r 
* *  
COR..� 0 . 7 1 9  0 . 5 1 8 1 9 7 3 . 5 3 7  6 . 4 4 7  1 .  8 9 3  0 . 1 6  
GRAS S 0 . 7 2 1  0 . 5 20 9 9  0 . 9 9 7  4 . 6 9 3  1 .  9 1 8  0 . 3 2 1 
* 
GRAIN 0 . 7 1 8 0 . 5 1 5 1 4 9 4 . 1 80 5 . 1 42 2 . 005 0 . 1 8  
a in t e r ac t ion o f  s i t e  and s amp l in g 
7 7  
p 
SAMPL ING S * S 
* *  ** 
< 0 . 0 0 1  0 . 00 4  
* * * 
< 0 . 0 0 1  0 . 04 6  
* *  ** 
� 0 . 0 0 1  0 . 008 
s i t e s  s h o w  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  b e t w e e n  s i t e s  a n d 
s a m p l i n g s . 
s a m p l i n g s . 
G r a s s  s i t e s s h o w  s i g n i f i c a n c e  o n l y  b e t w e e n  
R a t e s  f r o m  o n e  g r a s s  s i t e  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t  f r o m t h e  r a t e s  o n  t h e  o tb e r  g r a s s  s i t e . 
7 8  
A s  a f i n a l c o m p a r i s o n s i t e s  w e r e  p o o l e d  t o  r e p r e s e n t  
c u l t i v a t e d  a n d  n o n c u l t i v a t e d  m a n a g e m e n t . T h e s e  r e s u l t s  . 
( f r o m a n  A n o v a ) a r e  s h o w n  i n  T a b l e  6 .  N o n c u l t i v a t e d  s y s t e m s  
h a v e  s t a t i s t i c a l l y  h i g h e r  r a t e s  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  t h a n  
d o  c u l t i v a t e d  s y s t e m s . 
T h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h i s  d a t a  i s  l i m i t e d  b e c a u s e  
o f  t h e  r e l a t i v e l y  s m a l l  n u m b e r  o f  r a n d o m s a m p l e s  u s e d  i n  t h e  
s t u d i e s . F o r  t h i s  r e a s o n  i n t e r p r e t a t i o n s  i n  t h i s s t u d y  a r e  
b a s e d  o n  t r e n d s  b e t w e e n  v e g e t a t i o n  t y p e s  a n d  m o i s t u r e  v a l u e s  
a n d  n o t  o n  t h e  a c t u a l  v a l u e s  f o r  a p a r t i c u l a r  f i e l d  o r  s i t e . 
A l t h o u g h  v a l u e s  w e r e  l o w , t r e n d s w e r e  s t i l l  e v i d e n t . 
Table 6 .  S ta t i s t i c a l  ana ly s i s  us ing ANOVA t o  c ompare 
e thylene produc t ion rat e s  b e twe en cul t iva t e d  
and noncul t iv a t e d  s y s t ems 
Cul t iva t e d  vs 
noncu l t iva t e d  
F 
F 
Cul t iva t e d  
1 2 9 . 303 
* *  
< o .  00 1 
Samp l ing 
1 6 .-2 5 9  
* *  
c o . 00 1 
a int erac t ion o f  cu l t ivat ion and samp l ing 
1 2 . 383 
* *  
( o .  00 1 
7 9  
8 0  
V I . C O N C L U S I O N 
E t h y l e n e  p r o d u c t i o n i s  a n  e a s i l y  a p p l i e d  m e t h o d  f o r  
e s t i m a t i n g  n i t r o g e n f i x a t i o n  a n d  i s  e s p e c i a l l y  u s e f u l  i n  t h e  
� i e l d . O t h e r  t e c h n i q u e s  a r e  e x p e n s i v e  a n d  c u m b e r s o m e  t o  u s e  
b u t  m e a s u r i n g  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  a l l o w s  f o r  t h e  h a n d l i n g  o f  
m u c h  l a r g e r  n u m b e r  o f  s a m p l e s  w i t h  r e l a t i v e e a s e . 
I n t a c t  s o i l  c o r e s  p r o v e d  e f f i c i e n t  i n  c o n d u c t i n g a 
f i e l d  s u r v e y  o f  v a r i o u s  l o c a t i o n s  a n d v e g e t a t i o n  t y p e s . 
R a t e s  o f  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  w e r e  l o w b u t  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  
t h e  e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  a s s a y  l e� d s  t h i s  t e c h n i q u e  t o  f i e l d  
a s s a y s  w h e r e  15N t e c h n i q u e s  m a y n � t  p r o d u c e  a m e a s u r a b l e  
p r o d u c t . R e s u l t s  g i v e  a g o o d  i n d i c a t i o n  o f  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  b e c a u s e  n i t r o g e n a s e  i s  t h e  o n l y  e n z y m e  k n o w n  t o  
r e d u c e  a c e t y l e n e . 
Ma n y  f a c t o r s  a f f e c t  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  r a t e s  a s  
d e m o n s t r a t e d  i n  t h e s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s . T h e  
i n t a c t  s o i l  c o r e  t e c h n i q u e  i s  a u s e f u l , m e a n i n g f u l  m e t h o d  
f o r  m e a s u r i n g e t h y l e n e  p r o d u c t i o n  i n  f i e l d s  s o i l s . H o w e v e r  
c o m p a r s i o n s  s h o u l d  b e  l i m i t e d  t o  s p e c i f i c s i t e  t o  s i t e  o r  
t i m e  t o  t i m e  c o m p a r i s o n s . I n  a d d i t i o n a l f i e l d  s t u d i e s , 
c o n s i d e r a t i o n m u s t  b e  g i v e n  t o  v e g e t a t i o n  t y p e  a n d  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s : M o i s t u r e , t e m p e r a t u r e , a n d  
p r e s e n c e  o f  e n e r g y  s u b s t r a t e s  s u c h  a s  c a r b o h y d r a t e s . 
A s  r e s o u r c e s  b e c o m e  m o r e  l i m i t e d , i n c o r p o r a t i o n  o f  
b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  i n  a g r i c u l t u r e  w i l l  b e c o m e  m o r e  a n d  
8 1  
mo r e  i m p o r t a n t . E n h a n c e m e n t  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  c a n  b e  a n  
a d v a n t a g e  f o r  t h e  f a r m e r  a n d c o n s u m e r a l i k e . K n o w l e d g e  o f  
f i e l d  d e t e r m i n e d  e s t i m a t e s  o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n c a n  r e s u l t  
i n  r e f i n e d  s t a n d a r d s  f o r  f a r m m a n a g e m e n t  w h i c h  m i g h t  i n c l u d e  
q u a n t i t y  a n d  q u a l i t y  o f  t i l l a g e , f e r t i l i t y , t i m e  o f  p l a n t i n g 
a n d  i r r i g a t i o n  a p p l i c a t i o n . 
V I I . L I T E R A T U R E  C I T E D  
1 .  A p r i s o n , M . H .  a n d  R . H .  B u r r i s . 1 9 5 2 . T h e  c o u r s e  o f  
f i x a t i o n o f  N 2 b y  e x c i s e d s o y b e a n  n o d u l e s . S c i e n c e  
1 1 5 : 2 6 5 . 
2 . B e r g e r s e n , F . J .  1 9 7 0 . T h e  q u 9 n t i t a t i v e r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  n i t r o g e n  f i x a t i o n  a n d  t h e  a c e t y l e n e  
r e d u c t i o n a s s a y . A u s t . J .  B i o l . S c i . 2 3 : 1 0 1 5 - 1 0 2 5 . 
8 2  
3 .  B r e m n e r , J . M .  a n d  R . D .  H a u c k . 1 9 8 2 . A d v a n c e s  i n  
m e t h o d o l o g y  f o r  r e s e a r c h  o n  n i t r o g e n  t r a n s f o r m a t i o n s  
i n  s o i l , p . 4 6 7 - 5 0 2 . I n  F . J .  S t e v e n s o n ' s  ( e d . ) 
N i t r o g e n i n  A g r i c u l t�a l  S o i l s . A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  
A g r o n o m y , I n c . M a d i s o n , W i s c o n s i n . 
4 .  B r e z o n i k , P . L .  a n d  C . L .  H a r p o r . 1 9 6 9 . N i t r o g e n  f i x a t i o n  
i n  s o m e  a n o x i c  l a c u s t r i n e e n v i r o n m e n t s .  S c i e n c e  
1 6 4 ·: 1 2 7 7 - 1 2 7 9 • 
5 .  B r o c k , T . D .  1 9 7 9 . T h e  m i c r o b e  i n  i t s  e n v i r o n m e n t , 
p .  2 3 5 - 2 4 7 . I n  T . D .  B r o c k  ( e d . ) B i o l o g y  o f  
M i c r o o r g a n i s m s  3 r d  e d i t i o n . P r e n t i c e - H a l l  I n c . , 
E n g l e w o o d  C l i f f s ;  N e w  J e r s e y . 
6 .  B u r r i s , R . H .  1 9 6 9 . P r o g r e s s  i n  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  
n i t r o g e n  f i x a t i o n . P r o c . R o y . S o c . L o n d o n  B 
1 7 2 : 3 3 9 - 3 5 4 . 
7 .  B u r r i s , R . H .  a n d  C . E .  M i l l e r . 1 9 4 1 . A p p l i c a t i o n  o f  N 1 5  
t o  t h e  s t u d y o f  b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n . 
S c i e n c e  9 3 : 1 1 4 . 
8 .  B u r r i s , R . H . , F . J .  E p p l i n g , H . B .  Wa h l i n  a n d  P . \tJ .  
W i l s o n . 1 9 4 2 . D e t e c t i o n  o f  n i t r o g e n f i x a t i o n  w i t h  
i s o t o p i c n i t r o g e n . J .  B i o l . C h e rn . 1 4 8 : 3 4 9 - 3 5 7 .  
9 .  C h a l l k , P . M 1 �  L . A .  D o u g l
� s ,  a n d  S . A .  B u c h a n a n . · 1 9 8 3 . 
U s e  o f  N e n r i c h m e n t  o f  s o i l  m i n e r a l i z a b l e  N a s  a 
r e f e r e n c e  f o r  i s o t o p e  d i l u t i o n m e a s u r e m e n t s  o f  
b i o l o g i c a l l y  f i x e d  n i t r o g e n . C a n . J .  M i c r o . 
2 9 : 1 0 4 6 - 1 0 5 2 . 
1 0 . C h a m b e r s , J . M . , W . S .  C l e v e l a n d , B .  K l e i n e r  a n d  P . A .  
T u k e y .  1 9 8 3 . S t u d y i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  d a t a , p .  
9 4 - 1 0 5 . I n  P . J .  B i c k e l , W . S .  C l e v e l a n d  a n d R . M .  
D u d l e y  ( e"{f; . )  G r a p h i c a l  M e t h o d s  f o r  D a t a  A n a l y s i s . 
Wa d s w o r t h I n t e r n a t i o n a l  G r o u p . B e l m o n t  C a l i f o r n i a . 
1 1 . D a t e , R . A . - 1 9 7 3 . N i t r o g e n , a m a j o r  l i m i t a t i o n  i n  
t h e  p r o d u c t i v i t y  o f  n a t u r a l  c o m m u n i t i e s , c r o p s  a n d  
p a s t u r e s  i n  t h e  P a c i f i c a r e a . S o i l  B i o . B i o c h e m . 
5 : 5 - 1 8 . 
1 2 . D a v i d , K . A . V .  a n d  P .  F a y . 1 9 7 7 . E f f e c t s  o f  l o n g - t e r m 
t r e a t m e n t  w i t h  a c e t y l e n e  o n n i t r o g e n - f i x i n g  
m i c r o o r g a n i s m s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o . 3 4 : 6 4 0 - 6 4 6 . 
1 3 . D e - p o l l i , H . , J .  D o b e r e i n e r , a n d  E .  S a l a t i . 1 9 7 7 . 
8 3  
C o n f i r ma t i o y o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i n  t w o  t r o p i c a l  
g r a s s e s  b y  5 N 2 i n c o r p o r a t i o n . S o i l . B i o l . B i o c h e m . 
9 : 1 1 9 - 1 2 3 . 
1 4 . D i l w o r t h , M . J .  1 9 6 6 . A c e t y l e n e  r e d u c t i o n  b y  n i t r o g e n ­
f i x i n g  p r e p a r a t i o n s  f r o m � pa s t e u r i a n u m . B i o c h i m . 
e t  B i o p h y s . A c t a  1 2 7 : 2 8 5 - 2 9 4 . 
1 5 . D i l w o r t h , M . J . , D .  S u b r a m a n i a n , T . O .  M u n s o n , � n d  R . H .  
B u r r i s . 1 9 6 5 . T h e  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  
r e q u i r e m e n t  f o r  n i t r o g e n f i x a t i o n  i n  c e l l - f r e e  
e x t r a c t s  o f  C l o s t r i d i u m p a s t e u r i a n u m . B i o c h i m . e t  
B i o p h y s . A c t a  9 9 : 4 8 6 - 5 0 3 . 
1 6 . D o m m e r g u e s , Y . , J .  B a l a n d r e a u � G .  R i n a u d o , a n d  P .  
W e i n h a r d . 1 9 7 2 . N o n - s y m b i o t i c  n i t r o g e n f i x a t i o n  i n  
t h e  r h i z o s p h e r e s  o f  r i c e , m a i z e  a n d  d i f f e r e n t  
t r o p i c a l  g r a s s e s . S o i l  B i o l . B i o c h e m . 5 : 8 3 - 8 9 . 
1 7 . E v a n s , H . J .  a n d L . E .  B a r b e r . 1 9 7 7 . B i o l o g i c a l  
n i t r o g e n  f i x a t i o n  f o r  f o o d  a n d  f i b e r  p r o d u c t i o n . 
S c i e n c e  1 9 7 : 3 3 2 - 3 3 9 . 
1 8 . G e e , G . W .  a n d  M . C .  D o d s o n . 1 9 8 1 . S o i l  w a t e r  c o n t e n t  b y  
m i c r o w a v e d r y i n g : a r o u t i n e  p r o c e d u r e . S o i l  S c i . 
S o c . A m . J .  4 5 : 1 2 3 4 - 1 2 3 7  
1 9 . H a r d y ,  R . W . F . , R . C .  B u r n s , a n d  R . D .  H o l s t e n . 1 9 7 3 . 
A p p l i c a t i o n s  o f  t h e  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  a s s a y  f o r  
m e a s u r e m e n t  o f  n i t r o g e n f i x a t i o n . S o i l  B i o l . 
B i o c h e m . 5 : 4 7 - 8 1 . 
2 0 . H a r d y , R . W . F . , R . C .  B u r n s , R . R . H e r b e r t ,  R . D .  H o l s t e n , 
a n d  E . K .  J a c k s o n . 1 9 7 1 . B i o l o g i c a l  n i t r o g e n  
f i x a t i o n : a k e y  t o  w o r l d  p r o t e i n , p .  5 6 1 - 5 9 0 . I n  
T . A .  L i e  a n d E . G �  M u l d e r  ( e d s . ) B i o l o g i c a l  N i t;0g e n  
F i x a t i o n  i n  N a t u r a l  a n d  A g r i c u l t u r a l  H a b i t a t s . P l a n t  
a n d  S o i l  s p e c i a l  v o l u m e . T h e  Ha g u e . 
2 1 . H a r d y , R . W . F . , R . D . H o l s t e n , E . K .  J a c k s o n , a n d  R . C .  
B u r n s . 1 9 6 8 . T h e  a c e t y l e n e - e t h y l e n e  a s s a y  f o r  N 2 
f i x a t i o n : l a b o r a t o r y  a n d  f i e l d  e v a l u a t i o n . P l a n t . 
P h y s i o l . 4 3 : 1 1 8 5 - 1 2 0 7 . 
2 2 . H a v e l k a , U . D . , M . G .  B o y l e , a n d  R . W . F .  H a r d y . 1 9 8 2 . 
B i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n , p .  3 6 5 . lg F . J .  
S t e v e n s o n ' s  ( e d . ) N i t r o g e n i n  A g r i c u l t u r a l  S o i � s  • 
. A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  A g r o n o m y , I n c . M a d i s o n , 
W i s c o n s i n . 
8 4  
2 3 . J e n s e n , B . B .  a n d  R . P .  C o x . 1 9 8 3 . D i r e c t  m e a s u r e m e n t s  o f  
s t e a d y - s t a t e  k i n e t i c s  o f  c y a n o b a c t e r i a l  N 2 u p t a k e  b y  
m e m b r a n e - l e a k  m a s s  s p e c t r o m e t r y  a n d  c o m p a r i s o n s  
b e t w e e n  n i t r o g e n  f i x a t i o n  a n d  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n . 
A � p l . E n v i r o n . M i c r o . 4 5 : 1 3 3 1 � 1 3 3 7 . 
2 4 . K a v a n a g h , E . P . a n d  J . R .  P o s t g a t e . 1 9 7 0 . A b s o r p t i o n  a n d  · 
r e l e a s e  o f  h y d r o c a r b o n s  .� Y  r u b b e r  c l o s u r e s : a 
s o u r c e  o f  e r r o r  i n  s o m e  b i o l o g i c a l  a s s a y s . L a b 
P r a c t i c e  1 9 : 1 5 9 - 1 6 0 .  
2 5 . L e t h b r i d g e , - G . ,  M . S .  D a v i d s o n , a n d  G . P .  S p a r l i n g . 1 9 8 2 . 
C r i t i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n t e s t  
f o r  e s t i m a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  n i t r o g e n - f i x i n g  
b a c t e r i a  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r o o t s  o f  w h e a t  a n d  
b a r l e y . S o i l  B i o l . B i o c h em .  1 4 : 2 7 - 3 5 . 
2 6 . L i n d b e r g , T .  a n d  U .  G r a n h a l l .  1 9 8 4 . I s o l a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  d i n i t r o g e n - f i x i n g  b a c t e r i a  f r o m  
t h e  r h i� o s p h e r e  o f  t e m p e r a t e  c e r e a l s  a n d  f o r a g e  
g r a s s e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o . 4 8 : 6 8 3 - 6 8 9 . 
2 7 . Ma r t e n s s o n , A . M .  a n d  H . D .  L j u n g g r e n . 1 9 8 4 . N i t r o g e n  
f i x a t i o n  i n  a n  e s t a b l i s h i n g  a l f a l f a ( M e d i c a g o  s a t i v a 
L . ) l e y  i n  S w e d e n , e s t i m a t e d  b y  t h r e e  d i f f e r e n t  
m e t h o d s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o . 4 8 : 7 0 2 - 7 0 7 . 
2 8 . M o o r e , A . W .  1 9 6 6 . N o n - s y m b i o t i c  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i n  
s o i l  a n d  s o i l - p l a n t  s y s t e m s . S o i l s  a n d  F e r t . 
2 9 : 1 1 3 - 1 2 8 . 
2 9 . M u r t y , M ; G . 1 9 8 1 . P h y l l o s p h e r e  o f  c o t t o n  a s  a h a b i t a t  
f o r  d i a z o t r o p h i c  m i c r o o r g a n i s m s . A p p l . E n v i r o n . 
M i c r o . 4 8 : 7 1 3 - 7 1 8 . 
3 0 . O k a f o r , N .  a n d  I . C .  M a c R a e . 1 9 7 3 . T h e  i n f l u e n c e  o f  
m o i s t u r e  l e v e l , l i g h t , a e r a t i o n  a n d  g l u c o s e  u p o n  
a c e t y l e n e  r e d u c t i o n b y  a b l a c k  e a r t h  s o i l . S o i l  
B i o l . B i o c h e m . 5 : 1 8 1 - 1 8 6 .  
3 1 . P a u l , E . A . , R . J . K .  M y e r s , a n d  W . A .  R i c e . 1 9 7 1 . 
N i t r o g e n  f i x a t i o n i n  g r a� s l a n d  a n d  a s s o c i a t e d  
c u l t i v a t e d  e c o s y s t e m s � p .  4 95 - 5 0 7 . I n  T . A .  L i e  a n d  
E . G .  M u l d e r  ( e d s . ) B i o l o g i c a l  N i t r o g e n  F i x a t i o n  i n  
N a t u r a l  a n d  A g r i c u l t u r a l  H a b i t a t s . P l a n t  a n d S o i l  
s p e c i a l  v o l u m e . T h e  H a g u e . 
3 2 • P e t e r s o n  , R • B • a n d R • H • B u r r i s • 1 9 7"6 • C o n  v e r s i o n  o f 
a c e t y l e n e  r e d u c t i o n t o  n i t r o g e n  f i x a t i o n  r a t e s  i n  
n a t u r a l  p o p u l a t i o n s  o f  b l u e - g r e e n  a l g a e . A n a l y t . 
B i o c h e m . 7 3 : 4 0 4 - 4 1 0 . 
3 3 . R i c e , W . A . , E . A .  P a u l , a n d L . R .  W e t t e r . 1 9 6 7 . T h e  r o l e  
o f  a n a e r o b i o s i s  i n  a s y m b i o t i c  n i t r o g e n  f i x a t i o n . 
C a n . J .  M i c r o . 1 3 : 8 2 9 - 8 3 6 . 
3 4 . R i n a u d o , G .  J .  B a l a n d r e a u , a n d  Y .  D o mm e r g u e s . 1 9 7 1 . 
8 5  
A l g a l  a n d  b a c t e r i a l  n o n - s y m b i o t i c  n i t r o g e n  f i x a t i o n  
i n  p a d d y  s o i l s , p .  4 7 1 - 4 7 9 . lg T . A .  L i e  a n d  E . G .  
M u l d e r ( e d s . ) B i o l o g i c a l  N i t r o g e n  F i x a t i o n i n  
N a t u r a l  a n d  A g r i c u l t u r a l  H a b i t a t s . P l a n t  a h d  S o i l  
s p e c i a l v o l u m e . T h e  H a g u e . 
3 5 . R o s s , P . J . , A . E .  M a r t i n , a n d  E . F .  H e n z e l l . 1 9 6 4 . A 
g a s - t i g h t  g r o w t h  c h a m b e r  f o r  i n v e s t i g a t i n g  g a s e o u s  
n i t r� g e n  c h a n g e s  i n  t h e  s o i l : p l a n t : a t m o s p h e r e  
s y s t e m . N a t u r e  L o n d o n  2 0 4 : 4 4 4 - 4 4 7 .  
3 6 . S c h o l l h o r n , R .  a n d  R . H .  B u r r i s . 1 9 6 7 . A c e t y l e n e  a s  a 
c o m p e t i t i v e i n h i b i t o r  o f  N 2 f i x a t i o n . P r o c . N a t l . 
A c a d . S c i . 5 8 : 2 1 3 - 2 1 6 . 
3 7 . S c h u b e r t , K . R .  a n d  H . J .  E v a n s . 1 9 7 6 . H y d r o g e n  e v o l u t i o n : 
a m a j o r  f a c t o r  a f f e c t i n g t h e  e f f i c i e n c y o f  n i t r o g e n  
f i x a t i o n i n  n o d u l a t e d  s y m b i o n t s .  P r o c . N a t l . A c a d . 
S c i . 7 3 : 1 2 0 7 - 1 2 1 1 .  
3 8 . S c hw i n g h a m e r , E . A . , H . J .  E v a n s , M . D .  D a w s o n .  1 9 7 0 . 
E v a l u a t i o n o f  e f f e c t i v e n e s s  i n  m u t a n t  s t r a i n s  o f  
r h i z o b i u m b y  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n r e l a t i v e  t o  o t h e r  
c r i t e r i a o f  N 2 f i x a t i o n . P l a n t  a n d  S o i l 3 3 : 1 9 2 - 2 1 2 . 
3 9 . S i l v e r , W . S .  1 9 6 9 . B i o l o g y  a n d  e c o l o g y  o f  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  b y  s y m b i o t i c  a s s o c i a t i o n s  o f  n o n - l e g u m i n o u s  
p l a n t s . P r o c . R o y . S o c . B 1 7 2 : 3 8 9 - 4 0 0 . 
4 0 . S p r e n t , J . I .  1 9 7 1 . T h e  e f f e c t s  o f  w a t e r s t r e s s  o n  
n i t r o g e n - f i x i n g i o o t  n o d u l e s . N e w  P h y t o l . 7 0 : 9 - 1 7 . 
4 1 . S t e w a r t , W . D . P. 1 9 6 9 . B i o l o g i c a l  a n d  e c o l o g i c a l a s p e c t s  
o f  n i t r o g e n  f i x a t i o n  b y  f r e e - l i v i n g  m i c r o - o r g a n i s m s . 
P r o c . R o y . S o c . L o n d o n  B 1 7 2 : 3 6 7 - 3 8 8 . 
4 2 . S t e w a r t , W . D . P .  1 9 6 6 . N i t r o g e n  f i x a t i o n  i n  P l a n t s . 
U n i v e r s i t y  o f  L o n d o n  A t h l o n e  P r e s s . L o n d o n , G r e a t  
B r i t a i n . 
8 6  
4 3 . S t e w a r t , W . D . P . , G . P .  F i t z g e r a l d  a n d  R . H .  B u r r i s . 1 9 7 0 . 
A c e t y l e n e  r e d u c t i o n a s s a y  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
p h o s p h o r u s  a v a i l a b i l i t y i n  W i s c o n s i n  l a k e s . P r o c . 
N a t l . A c a d . S c i . 6 6 : 1 1 0 4 -1 1 1 1 . 
4 4 . S t e w a r t , W . D . P . , G . P .  F i t z g e r a l d , a n d  R . H .  B u r r i s .  1 9 6 7 . 
I n  s i t u  s t u d i e s  o n  n i t r o g e n  f i x a t i o n  w i t h  t h e  
a c e
.
t y l e n e  r e d u c t i o n t e c h n i q u e . S c i e n c e  1 5 8 : 5 3 6  . . 
4 5 . S t e w a r t ,  W . D . P . , T .  M a g u e , G . P .  F i t z g e r a l d , a n d  R . H .  
B u r r i s . 1 9 7 1 . n i t r o g e n a s e  a c t i v i t y  i n  W i s c o n s i n  
l a k e s o f  d i f f e r i n g d e g r e e s  o f  e u t r o p h i c a t i o n . N e w  
P h ) t o l .  7 0 : 4 9 7 - 5 0 9 . 
4 6 . S t e y n , P . L .  a n d  C . C .  D e l w i c h e . 1 9 7 0 . N i t r o g e n  f i x a t i o n 
b y  n o n s y m b i o t i c m i c o o r g a n i s m s  i n  s o m e  C a l i f o r n i a 
s o i l s . E n v . S c i . a n d  T e c h . 4 : 1 1 2 2 - 1 1 2 8 . 
4 7 . T e r r y , R . E .  a n d  J . M .  D u x b u r y . 1 9 8 5 . A c e t y l e n e  
d e c o m p o s i t i o n  i n  s o i l s . S o i l  S c i . S o c . A m . J .  
4 9 : 9 0 - 9 4 . 
4 8 . V a n B e r k u m , P .  a n d  C .  S l o g e r . 1 9 8 1 . C o m p a r i n g  t i m e  c o u r s e  
p r o f i l e s  o f  i mm e d i a t e  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  b y  g r a s s e s 
a n d  l e g u m e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o . 4 1 : 1 8 4 - 1 8 9 . 
4 9 . V a n B e r k u m , P .  a n d  J . M . D a y .  1 9 8 0 . N i t r o g e n a s e  a c t i v i t y  
a s s o c i a t e d  w i t h  s o i l  c o r e s  o f  g r a s s e s  i n  B r a z i l . 
S o i l  B i o l . B i o c h e m . 1 2 : 1 3 7 - 1 4 0 . 
5 0 . W i t t y , J . F 1 1 9 8 3 . E s t i m a t i n g  N 2 - f i x a t i o n  i n  t h e  f i e l d  u s i n g  5 N - l a b e l l e d  f e r t i l i z e r : s o m e  p r o b l e m s  a n d  
s o l u t i o n s . S o i l  B i o l . B i o c h e m . 1 5 : 6 3 1 - 6 3 9 . 
5 1 . W i t t y , J . F . a n d  J . M .  D a y . 1 9 7 8 . U s e  o f  1 5 N 2 i n  
e v a l u a t i n g  a s y m b i o t i c  N 2 f i x a t i o n , p .  1 3 5 - 1 5 0 . 
I s o t o p e s  i n  B i o l o g i c a l  D i n i t r o g e n  f i x a t i o n  • . 
I n t e r n a t i o n a l A t o m i c  E n e r g y  A g e n c y . V i e n n a . 
5 2 . Y o s h i d a , T .  a n d  R . R .  A n c a j a s . 1 9 7 1 . N i t r o g e n  f i x a t i o n  
b y  b a c t e r i a  i n  t h e  r o o t  z o n e  o f  r i c e . S o i l  S c i . S o c . 
A m . P r o c . 3 5 : 1 5 6 . · 
